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POVZETEK  
Alzheimerjeva bolezen (AB) je progresivna, ireverzibilna nevrodegenerativna bolezen, ki se kaže 
s postopnim upadom kognitivnih funkcij in s pridruženimi vedenjskimi in psihološkimi 
spremembami. Med največkrat omenjenimi razlogi za razvoj bolezni so nastanek zunajceličnih 
netopnih skupkov amiloida beta, znotrajceličnih nevrofibrilarnih pentelj, pomanjkanje acetilholina 
v možganih in oksidativni stres. Vsi ti procesi privedejo do propada nevronov in posledično atrofije 
možganov. V največji meri propadejo holinergični nevroni, zato se je razvoj terapevtikov začel z 
iskanjem spojin, ki bi preprečile pomanjkanje acetilholina. Trenutno registrirana zdravila samo 
omilijo simptome bolezni, nimajo pa velikega vpliva na potek bolezni. Registrirana zdravila so 
zaviralci acetilholin esteraze (AChE) (rivastigmin, donepezil, galantamin) in antagonist NMDA 
receptorjev (memantin).  
Novejše raziskave kažejo, da v poznih fazah AB zmanjšano delovanje AChE kompenzira soroden 
encim butirilholin esteraza (BuChE), zato je v poznih fazah AB smiselno zavirati predvsem 
slednjega. Na podlagi strukture znanih zaviralcev BuChE smo v sklopu magistrske naloge 
sintetizirali 15 analogov 1-(2-piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona, pri čemer smo spreminjali 
substituente na mestu 3 piperidina in s tem skušali optimizirati vezavo spojin v acil vezavni žep 
aktivnega mesta BuChE. Pri sintezi smo izhajali iz 3-karboksipiperidina, ki smo ga najprej zaščitili 
v obliki terc-butilkarbamata, karboksilno skupino na mestu 3 pretvorili v Weinrebov amid, 
slednjega pa smo nato selektivno reducirali do karbaldehida. 3-Formilpiperidin smo kot izhodni 
sinton uporabili v Wittigovi reakciji za pripravo 3-vinil in 3-fenetilpiperidinov. Po kislinsko 
katalizirani odščiti terc-butilkarbamata smo dobili sekundarni amin, ki smo ga alkilirali z N-(2-
bromoetil)pirolidin-2-onom. Končnim spojinam smo z Ellmanovo metodo preverili zaviralno 
delovanje na BuChE in njihovo selektivnost napram AChE. Najmočnejši zaviralec je bila spojina 
48. Močnejši inhibicijo hBuChE v primerjavi s spojino vodnico C so izkazale tudi spojine 40–43, 
46 in 47. Spojine so selektivno zavirale hBuChE v nanomolarnem območju in tako predstavljajo 
dobro izhodišče za nadaljnjo optimizacijo.  
 
Ključne besede: Alzheimerjeva bolezen, butirilholin esteraza, zaviralec, acil vezavni žep 
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ABSTRACT 
Alzheimer's disease (AD) is defined as a progressive, irreversible neurodegenerative disorder 
manifested by a gradual decline in cognitive functions and associated behavioral and psychological 
disturbances. Among most common pathological alterations in the development of the disease are 
formation of extracellular insoluble aggregates of amyloid beta, intracellular neurofibrillary 
tangles, acetylcholine deficiency in the brain and oxidative stress. All these processes lead to 
neuronal death and consequently brain atrophy. Most affected are cholinergic neurons, therefore 
the development of therapeutics focused on compounds that ameliorate acetylcholine deficiency. 
Currently approved drugs only alleviate the symptoms of the disease and have little effect on the 
course of the disease. Registered drugs are acetylcholine esterase (AChE) inhibitors (rivastigmine, 
donepezil, galantamine) and NMDA receptor antagonist (memantine).  
Recent studies showed that in the late stages of AD, the reduced AChE activity is compensated by 
structurally related enzyme - butyrylcholinesterase (BuChE). Consequently, BuChE inhibition is 
a promising therapeutic approach in the late stages of AD. Based on the structure of previously 
identified BuChE inhibitors, 15 analogues of 1-(2-piperidin-1-yl)ethyl)pyrrolidin-2-one were 
synthesized. Substituents on the position 3 of piperidine were altered in order to optimize the 
binding of compounds to the acyl binding pocket of BuChE active site. The synthesis was started 
from 3-carboxypiperidine, which was first protected as tert-butylcarbamate. 3-Carboxylate was 
transformed into Weinreb amide, which was selectively reduced into carbaldehylde. 3-
Formylpiperidine was used as the main building block in Witting reaction to yield 3-vinyl and 3-
phenethylpiperidines. Acid-catalysed deprotection of tert-butylcarbamate furnished secondary 
amine that was alkylated with N-(2-bromoethyl)pyrrolidin-2-one. Final compounds were assayed 
for the inhibition of BuChE and their selectivity over AChE using the Ellman’s method. The most 
potent inhibitor was compound 48. Derivatives 40–43, 46 in 47 also showed potent inhibition of 
hBuChE in comparison to lead compound C. Analogs selectively inhibited hBuChE in the 
nanomolar range, and thus represent a good starting point for further optimization. 
 
Keywords: Alzheimer's disease, butyrylcholinesterase, inhibitor, acyl binding pocket  
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1. UVOD 
1.1. ALZHEIMERJEVA BOLEZEN 
Že več kot 100 let je minilo, odkar je Alois Alzheimer opisal senilne plake in nevrofibrilarne 
pentlje v možganih ženske, ki je imela kognitivne in nevropatološke spremembe. Bolezensko 
stanje bolnice danes poznamo kot Alzheimerjevo bolezen (AB) (1). AB je daleč najpogostejša 
oblika demence, ki naj bi se pojavila v 60–70% primerov vseh demenc (2). AB je progresivna 
ireverzibilna nevrodegenerativna bolezen, ki se kaže s postopnim upadom kognitivnih funkcij s 
pridruženimi vedenjskimi in psihološkimi spremembami (3). Je kronična bolezen povezana s 
starostjo in ravno zaradi tega ni presenetljivo, da postaja vse večji problem zdravstvenega sistema 
in sodobne družbe, v kateri število starejših ljudi zelo strmo narašča (4,5). AB je patološko 
okarakterizirana z amiloidnimi plaki in nevrofibrilarnimi pentljami (NFP) v možganih. 
Amiloidni plaki so zunajcelični skupki netopnega amiloida β (Aβ), nevrofibrilarne pentlje pa tvori 
hiperfosforiliran protein tau, ki se nalaga znotraj celice. Te spremembe vodijo v poškodbe sinaps 
in posledičen propad nevronov (6). Z magnetno resonančnim slikanjem ali pri obdukciji je v 
poznih fazah bolezni vidna atrofija možganskih vijug in povečanje stranskih ventriklov. Atrofija 
nastopi najprej v asociacijskih predelih možganske skorje: to so frontalni, temporalni in parientalni 
reženj. Zaradi propada nevronov in s tem nevrotransmiterskih sistemov se v možganih zmanjšuje 
holinergični, noradrenergični in serotoninergični prenos (7). Zaradi obširnega propada nevronov v 
holinergičnem sistemu klinična slika bolezni vključuje težave z učenjem in spominom, kar ima 
občuten vpliv na izvajanje vsakodnevnih aktivnosti, zaradi česa prizadeta oseba sama ne more 
skrbeti zase. Bolezen povzroči postopno izgubo spomina in drugih kognitivni funkcij (pozornost, 
prepoznavanje, govorno izražanje in razumevanje jezika, razumska presoja, računanje, vidno-
prostorske sposobnosti). Posledica so tudi pridružene nevropsihiatrične motnje kot so depresija, 
blodnje, nespečnost, halucinacije itd. (7,8). Študije z biokemijskimi markerji so pokazale, da je 
intervencija v zgodnjih fazah bolezni ključna, saj se AB začne razvijati že več kot desetletje preden 
se pokaže s kliničnimi znaki. Glede na biokemijske kazalnike in patološke podatke lahko razvoj 
bolezni razvrstimo v 6 faz med seboj oddaljenih približno 5 let. Prvo fazo lahko okarakteriziramo 
z upadom Aβ merjenega v cerebrospinalni tekočini (CSF), drugo s porastom tau proteina v CSF 
in vidnih skupkov Aβ v možganih pri pozitronski emisijski tomografiji (PET). Pri tretji fazi je po 
PET opazna zmanjšana metabolna aktivnost možganov. V četrti fazi je že opazen zmanjšan 
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volumen možganov in že zmanjšane kognitivne sposobnosti, katere so v peti fazi že bolj izražene. 
V tej fazi se tudi postavi klinična diagnoza AB. V šesti fazi je bolezen že tako napredovala, da 
zahteva nego v varstvenem zavodu (9). Eden problemov AB je, da v začetku razvoja nima nobenih 
zanesljivih in očitnih znakov, s katerimi bi lahko bolezen učinkovito odkrili že v predkliničnih 
fazah. Glede na klinične znake delimo AB na tri faze. Blaga oblika AB se opazi s problemi pri 
učenju in spominu. Oseba ima probleme z načrtovanjem, presojo in organizacijo ne samo 
enostavnih opravil, ampak tudi zahtevnejših vsakdanjih opravil (npr. upravljanje bančnega 
računa), čeprav oseba še vedno lahko skrbi sama zase. Problemi se začnejo kazati z oženjem 
besedišča in pri prepoznavanju predmetov. Zmerna oblika AB se pokaže kot obsežni upad v 
logičnem razmišljanju, organizaciji in v težavah z iskanjem pravih besed. Spomin za sveže 
dogodke je močno prizadet, zato se zdi, kot da bi oseba živela v preteklosti. Prav tako pride do 
upada bralnih sposobnostih in razumevanja prebranih besedil, nezmožnost pisanja in 
prepoznavanja znanih obrazov. Oseba postane odsotna, ima nepričakovane reakcije in lahko tudi 
halucinacije ter ni več sposobna sama skrbeti zase. Pri hudi obliki AB so vse kognitivne funkcije 
že izrazito oslabljene. Govor bolnika je omejen na posamezne besede, emocije neobičajne za 
določeno situacijo. Oseba je popolnoma odvisna od institucionalne nege, saj rabi pomoč pri 
vsakdanjih dnevnih opravilih kot sta prehranjevanje in osebna nega (10). Bolezen se lahko pojavi 
v zgodnji življenjski dobi (od 45–65 leta). Te oblike bolezni so predvsem familiarne in se dedujejo 
avtosomno dominantno. Sem spadajo tako imenovani deterministični geni na kromosomih 21, 14 
in 1 (7). Na 21. kromosomu je gen, ki kodira amiloidni prekurzorski protein (APP). Njegove 
mutacije povzročijo zamenjave v aminokislinskemu zaporedju in s tem tveganje za razvoj AB. 
Ljudje z Downovim sindromom, ki imajo trisomijo kromosoma 21, zbolijo za AB ravno zaradi 
povišane koncentracije APP (11–13). Poznani sta tudi 2 beljakovini povezani s katalitično 
podenoto γ-sekretaze, ki metabolizira APP. To sta presenelin 1 lociran na kromosomu 14 in 
presenelin 2, lociran na kromosomu 1. Njune mutacije so prav tako povezane z zgodnim 
nastankom bolezni (9). Oblika bolezni, ki nastopi v kasnejši življenjski dobi (po 65. letu) pa je 
lahko sporadična ali prav tako familiarna. Tukaj so pomembni geni za dejavnike tveganja med 
katerimi je najbolj znan primer ε4 alel gena za apolipoprotein E (ApoE-ε4) na kromosomu 19. 
Apolipoproteini so družina proteinov, ki sodelujejo pri metabolizmu maščob. V možganih ima 
ApoE-ε4 veliko vlog, na razvoj AB pa najbolj vpliva njegova zmožnost vezave Aβ. Zaradi tega 
ApoE-ε4 povezujemo s povečano tvorbo patoloških skupkov Aβ. En alel ApoE-ε4 poveča riziko 
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nastanka AB že za 3- do 4-krat, pri homozigotih z dvema aleloma za ApoE-ε4 pa do 15-krat. Za 
razliko od ApoE-ε4 pa naj bi imel ApoE-ε2 zaščitno vlogo (9,12). Tveganje za nastanek AB je 
prav tako trikrat večje pri diabetikih tipa 2 (7). K temu doprinesejo posledice sladkorne bolezni na 
ožilje in nezmožnost odstranjevanja amiloida z insulin-razgrajajočim encimom (ang. IDE) (14). 
Predpostavljajo, da diabetes poveča riziko tako da neposredno vpliva na kopičenje Aβ, saj 
hiperinsulinemija preprečuje odstranjevanje Aβ, ker tekmuje za vezavo na insulin razgrajajoči 
encim (15). Med dejavnike tveganja, ki povečajo možnosti za razvoj bolezni spadajo tudi povišana 
telesna teža, kajenje, hiperholesterolemija in hipertenzija, mentalna neaktivnost, depresija itd. 
(14,15). Kot preventiva za preprečevanje nastanka bolezni se priporoča predvsem življenjski stil, 
ki vključuje mediteransko dieto, gibanje, izogibanje pitju in kajenju, konstantno učenje in s tem 
vzpostavljanje novih možganskih povezav ter jemanje antioksidantov, čeprav nič od tega ni 
potrjeno z ustreznimi študijami (4). 
1.2. MOLEKULARNE HIPOTEZE NASTANKA ALZHEIMERJEVE BOLEZNI 
Glede na dejstvo, da je AB hitro naraščajoči problem javnega zdravstva, je presenetljivo, da še 
vedno nimamo enotne hipoteze, kaj naj bi bolezen povzročalo (7). V preteklih letih se je izvajalo 
že veliko študij, ki so poskusile razložiti vzroke za razvoj AB. Kot glavne vzroke danes navajajo 
propad holinergičnih nevronov, moteno amiloidogeno presnovo, pretirano fosforilacijo tau 
proteina, nevroinflamacijo in oksidativni stres (16). Razumevanje molekularnih procesov 
vpletenih v nastanek in napredovanje AB in identifikacija ustreznih diagnostičnih spojin sta nujni 
za zgodnjo diagnozo in za identifikacijo novih tarč za razvoj novih zdravilnih učinkovin za 
preprečevanje, upočasnitev ali ustavitev bolezni (6).  
1.2.1. Hipoteza amiloidne kaskade 
Hipoteza amiloidne kaskade je najbolj splošno sprejeta kot poglavitni etiopatološki razlog za 
razvoj AB. Osrednjo vlogo pri razvoju bolezni ima po tej hipotezi dolgotrajno porušeno ravnovesje 
med nastajanjem in odstranjevanjem Aβ, ki nastaja med proteolitično razgradnjo APP v možganih. 
Aβ različnih dolžin se zato začne kopičiti v možganih in združevati v topne oligomere, protofibrile, 
fibrile ter zunajcelično agregirati v netopne amiloidne lehe. To povzroči moteno delovanje sinaps, 
nevroinflamacijo in posledično odmiranje nevronov v prizadetih predelih možganov (9,11,17,18). 
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Največ netopnih amiloidnih leh v hudi obliki AB najdemo v hipokampusu, neokorteksu in jedrih 
amigdale (7). 
Amiloid prekurzorski protein (APP) je integralni transmembranski glikoprotein, ki se v velikem 
obsegu izraža v možganih in ima vlogo pri prevajanju signalov (12). Primarna vloga APP v celici 
še ni znana, med ostalim pa sodeluje pri celični adheziji, rasti nevritov in migraciji nevronov, 
transportu proteinov, celičnem signaliziranju in sinaptogenezi (17). Glavni encimi, ki sodelujejo 
pri razgradnji APP so α-, β- in γ-sekretaza. Nobena izmed njih ni substratno specifična za APP. 
Protein ima daljšo zunajcelično N-terminalno domeno in krajšo citoplazemsko C-terminalno 
domeno. Sinteza do končnega APP poteka v endoplazemskemu retikulumu, od koder se 
transportira do površine celice prek Golgijevega aparata. Med transportom do površine celice gre 
APP čez različne posttranslacijske modifikacije. Spremembe v postranslacijskih procesih so lahko 
vzrok za spremenjeno procesiranje APP. Povečana internalizacija APP v endosome favorizira 
razgradnjo po amiloidogeni poti, medtem ko naj bi razgradnja APP na površini celice favorizirala 
neamiloidogeno pot (17,18).  
Razgradnja APP v telesu poteka po dveh različnih poteh (Slika 1). Po amiloidogeni poti se 
razgradnja začne z internalizacijo APP v endosome (18). Primarno cepitev izvede encim BACE1, 
ki spada v skupino β-sekretaz. Nastane velika topna zunajcelična domena sAPPβ in C-terminalni 
fragment β-CTF (C99) pripet na membrano. Razgradnja tega se nadaljuje z γ-sekretazo, ki tvori 
Aβ peptide z različno dolžino (39–42 aminokislinskih ostankov), odvisno od mesta cepitve. 
Najbolj pogosti Aβ je dolg 40 aminokislin (AK) (Aβ40), najbolj toksičen pa 42 AK (Aβ42) (19). 
Peptidi Aβ se s pomočjo eksosomov izločijo iz celice, znotrajceličen del (AICD) pa se sprosti v 
citoplazmo. Daljše oblike Aβ zunaj celice podležejo oligomerizaciji, tvorbi fibrilov in agregaciji 
v senilne lehe in tako pripomorejo k patogenezi AB (6,18). Po neamiloidogeni poti se razgradnja 
APP začne na celični membrani (18). Tu APP primarno cepi α-sekretaza in sicer na mestu, ki je 
16 aminokislin oddaljeno od mesta cepitve β-sekretaze na zunajcelični strani. Nastane topna 
ektodomena sAPPα in za 16 aminokislin krajši odsek CTF (α-CTF, C83). Razgradnja 
internaliziranega α-CTF se nato nadaljuje z γ-sekretazno aktivnostjo, ki na N-terminalnem delu 
ekstracelularno tvori krajše p3 peptide ter AICD, ki se sprosti v citoplazmo (6). Krajši p3 peptidi 
se zunaj celice hitro razgradijo, AICD pa znotrajcelično regulira transkripcijo več genov, tudi za 
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APP in BACE1. Tvorba sAPPα se smatra kot nevroprotektivna, saj sAPPα sodeluje v zgodnjem 
razvoju centralnega živčnega sistema in preživetju nevronov ter ščiti pred ekscitotoksičnostjo (20).  
 
Slika 1: Shema metabolizma APP po amiloidogeni in neamiloidogeni poti. Prirejeno po: (12). 
1.2.2. Hipoteza tau proteina 
Tau je protein, ki ga v veliki meri najdemo predvsem v centralnem živčnem sistemu. Njegova 
fiziološka vloga je povezana s sestavljanjem in stabilizacijo mikrotubulov v citoskeletu, kar je 
pomembno za aksonski transport snovi in rast aksonov (6,21). Pri AB pride do prekomerne 
fosforilacije proteina tau, kar povzroči izgubo biološke funkcije proteina (Slika 2). 
Hiperfosforilacija je posledica patološke zvečane aktivnosti protein kinaz (7). Povečano delovanje 
kinaz naj bi preko različnih mehanizmov povzročila povišana intercelularna koncentracija Ca2+ in 
agregati Aβ (21,22). Hiperfosforilacija povzroči disociacijo iz mikrotubulov in s tem propad 
mikrotubulske zgradbe, kar povzroči okvaro aksonskega transporta (18). Tau protein se normalno 
razgradi s proteosomom. V to razgradnjo se vpleta Aβ, ki zavira razgradnjo hiperfosforiliranega 
tau. Hiperfosforiliran tau znotraj celice začne dimerizirat in se združevati v oligomere. Ti se 
formirajo v parne heliksne filamente, ki se agregirajo v skupke imenovane nevrofibrilarne pentlje 
(NFP), oboji pa so toksični za celico in povzročijo apoptozo nevronov (6). NFP se najprej začnejo 
pojavljati v entorinalni skorji in se širijo v sosednja področja kot je hipokampus (22). Pred kratkim 
so odkrili, da topni Aβ in tau delujeta v tandemu in tako prispevata k patogenezi in napredku AB. 
6 
 
Oba proteina se neodvisno agregirata v plake in pentlje ter spravita celico v patogeno stanje, kjer 
Aβ inducira nastanek NFP. Preko povratne zanke pa naj bi tudi toksičen tau vplival na povečano 
tvorbo Aβ (6,14). Pomanjkanje tau proteina povzroči nevroinflamacijo, medtem ko 
nevroinflamacija nadalje inducira fosforilacijo tau (23).  
 
Slika 2: Nastanek nevrofibrilarnih pentelj. Prirejeno po: (24). 
1.2.3. Holinergična hipoteza  
Holinergična hipoteza je bila prva hipoteza AB. Ta pravi, da je razvoj simptomov AB povezan 
predvsem s strukturnimi spremembami v holinergičnih nevronih, izgubo receptorjev za acetilholin 
(ACh), propadom nevronov, ki proizvajajo ACh, in posledičnim upadom holinergičnega prenosa. 
Do holinergične hipoteze je pripeljalo tudi opažanje, da antagonisti muskarinskih receptorjev, kot 
na primer atropin, pri zdravi osebi povzročijo podobno zmedeno stanje, kot je tipično za bolnika z 
AB (16). Propad subkortikalnih holinergičnih nevronov, še posebej tistih, ki v možgansko skorjo 
projicirajo iz bazalnega Meynertovega jedra, posledično povzroči izgubo spomina in upad drugih 
kognitivnih funkcij (3,16,25). ACh se sintetizira v citoplazmi holinergičnih nevronov iz acetil-
koencima A (acetil-CoA) in holina s pomočjo encima holin acetiltransferaze (ChAT) (16) (Slika 
3). Živčni impulz povzroči sproščanje ACh iz sinaptičnega vezikla presinaptičnega nevrona v 
sinaptično špranjo. ACh se nato veže na holinergične receptorje (nikotinski in muskarinski) vezane 
na postinaptično/presinaptično membrano ali mišične celice. Z vezavo ACh se sproži niz procesov, 
ki povzročijo depolarizacijo membrane in vodijo v prenos signala oz. živčnega impulza. Z 
razgradnjo ACh v sinaptični špranji z acetilholin esterazo (AChE) na acetat in holin se 
posinaptična membrana repolarizira in s tem se prekine prenos impulza. S tem AChE kontrolira 
prenos živčnih impulzov v holinergičnih sinapsah centralnega in perifernega živčnega sistema. 
AChE je zato zelo pomemben encim za ohranjanje homeostaze organizma (26). Glede na hitrost 
hidrolize ACh je AChE eden najučinkovitejših encimov v naravi (26). Zaviralci AChE zato 
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izboljšajo simptome AB, saj zavirajo razgradnjo ACh in s tem povečajo koncentracijo ACh v še 
funkcionalno intaktnih holinergičnih nevronih (27). V terapiji blage do zmerne AB se uporabljajo 
zaviralci AChE galantamin, donepezil in rivastigmin (14).  
   
Slika 3: Shematski prikaz holinergične sinapse. Prirejeno po: (16).  
1.2.4. Oksidativni stres  
Čeprav AB povezujejo z več etiološkimi in patofiziološkimi mehanizmi, je oksidativni stres eden 
glavnih razlogov za patološke procese, zato mnogi trdijo, da ima tudi ključno vlogo v 
patofiziologiji AB. Oksidativen stres je proces, ki vodi v poškodbe celice in je posledica 
porušenega ravnotežja med radikali in antioksidanti v korist prvih. Radikali so spojine, ki imajo v 
svoji strukturi najmanj en nesparjen elektron in so zato zelo reaktivni. Neravnovesje lahko izvira 
iz povečane tvorbe reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) ali nepravilnega delovanja antioksidativnega 
sistema. Antioksidanti v našem organizmu preprečujejo oziroma zavirajo nekontrolirane 
oksidativne procese, ki porušijo fiziološko staranje organizma. Ob dolgotrajnem porušenju 
ravnovesja, do katerega pride med različnimi patološkimi procesi, antioksidativna zaščita postane 
nezadostna. To rezultira v oksidativnemu stresu in okrnjeni funkciji mitohondrijev, kar vodi v 
apoptozo poškodovanih celic in celično smrt. Možgani porabijo za svoje nemoteno delovanje 
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veliko kisika. Redukcija kisika vodi v tvorbo superoksidnega radikala (O2
•–), ki je prekurzor za 
ROS kot je vodikov peroksid. Iz njega v Fentonovi reakciji ob prisotnosti kovinskih ionov nastane 
hidroksilni radikal (OH•), ki je eden najmočnejših oksidantov v naravi. ROS lahko reagirajo z 
lipidi, proteini, nukleinskimi kislinami in ostalimi molekulami ter lahko spremenijo njihovo 
strukturo in funkcijo. Možgani so še posebej ranljivi za delovanje radikalov, saj so fosfolipidne 
membrane zgrajene iz polinenasičenih maščobnih kislin. Njihove dvojne vezi omogočajo 
odstranitev vodikovih atomov in s tem proces lipidne peroksidacije. Posledično tvorba ROS, ki je 
povišana v stresnih situacijah in med staranjem, poveča možnosti za razvoj AB, ko antioksidativni 
sistem ne deluje pravilno. V možganih bolnikov z AB so vidne obsežne poškodbe zaradi 
oksidativnega stresa, povezanega z agregacijo Aβ in nastajanjem NFP. Pri poškodbah tkiva prihaja 
do porasta v prostih kovinskih ionih kot so železo (Fe2+), baker (Cu2+) in cink (Zn2+). Glede na to, 
da kovine katalizirajo redoks reakcije, je ena glavnih oblik antioksidativne zaščite ravno 
shranjevanje in transport kovin v oblikah, ki so redoks neaktivne in ne morejo katalizirati 
nastajanja ROS. Cu2+ in Zn2+ imata visoko afiniteto za N-terminalno domeno Aβ in APP. To naj 
bi bil tudi razlog, da je Aβ42 bolj toksičen od Aβ40, saj je v amiloidnih plakih povečana 
koncentracija Cu2+ ionov, ki zato lokalno generirajo več ROS. Izredno visoke koncentracije Zn2+ 
pa najdemo v predelih možganov povezanih s spominom in kognitivnimi funkcijami (neokorteks, 
amigdala, hipokampus). Vezava Zn+ na N-terminalni del naj bi povzročila konformacijsko obliko, 
ki promovira nastajanje toksičnih, filbrilarnih Aβ agregatov. Posledično pride do imunskega in 
vnetnega odgovora na netopne agregate Aβ, kar povzroči porušenje homeostaze Zn2+, čemur sledi 
nekontrolirano sproščanje Zn2+ tipično za oksidativni stres in citotoksičnost. Oksidacija proteinov, 
ki jo povzročijo radikali je kritična za spremembe v delovanju nevronov in celic glije. Pri AB je 
značilen upad encima glutamin sintaze, kar se pokaže tudi v porastu koncentracij glutamata (28). 
Posledično pride do aktivacije NMDA receptorjev in s tem povečanega dotoka Ca2+ v celice, kar 
povzroči eksictotoksičnost (21). Zmanjša se tudi delovanje kreatin kinaze, kar privede do 
zmanjšanega celičnega metabolizma v možganih. Oksidacija inducira tudi posttranslacijske 
modifikacije glikacije na številnih pomembnih poteinih (6). Prav tako naj bi oksidacija vplivala na 
fosforilacijo tau proteina preko z mikrotubuli povezanimi protein kinazami. Tako lahko trdimo, da 
ima povečana tvorba ROS, ki privede do oksidativnega stresa, škodljive učinke na možgane in je 
zato lahko pomemben povzročitelj škode v celičnih strukturah (28). 
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1.3. DOSEDANJA TERAPIJA Z ZDRAVILI 
AB predstavlja naraščajoč problem javnega zdravstva. Čeprav se v raziskave vzrokov in iskanje 
zdravil za AB vlaga veliko sredstev, še vedno nimamo zdravilnih učinkovin, ki bi preprečile 
nastanek ali ustavile napredovanje bolezni. Trenutno odobrena zdravila delujejo le tako, da blažijo 
simptome bolezni (14). 
1.3.1. Zaviralci acetilholin esteraze 
Najbolj splošno znani so zaviralci AChE, ki skušajo omiliti neravnovesje v holinergičnem prenosu 
v možganih. Prvi med njimi je bil takrin, ki se ne uporablja več, saj so kasneje odkrili, da je 
hepatotoksičen. Trenutno so v uporabi zaviralci AChE donepezil, galantamin in rivastigmin. Z 
zaviranjem encima se zmanjša razgradnja ACh v še delujočih možganskih sinapsah (14). Te 
učinkovine ne upočasnijo napredovanja demence, ampak le začasno izboljšajo spomin in 
kognitivne sposobnosti pacientov v začetnih do zmernih fazah AB (25,29). 
1.3.2. Antagonisti NMDA receptorjev 
Ekscitotoksičnost, ki je posledica prevelike koncentracije glutamata ali aktivacije receptorjev 
NMDA z glutamatom, prav tako poveča ranljivost nevronov v napredni fazi AB. Memantin je 
napetostno odvisni, nekompetitivni antagonist NMDA glutamatnih receptorjev in se uporablja v 
kombinaciji z zaviralci AChE pri zmernih in hudih oblikah AB. Ima blage učinke na vedenjske 
znake. Nevroprotektivnost doseže preko zmanjšanja ekscitotoksičnosti glutamata, ki lahko vodi v 
nevronsko disfunkcijo (14,25). 
1.4. ZDRAVLJENJE V PRIHODNOSTI  
Raziskave o AB so bile do sedaj uspešne le do te mere, da imamo razvita zdravila, ki blažijo 
simptome bolezni. Veliko pa je spodletelih primerov odkrivanja zdravilnih učinkovin, ki bi 
vplivale na potek bolezni. Večina trenutnih kliničnih in eksperimentalnih študij je usmerjena v 
delovanje na eno samo tarčo. Strokovnjaki pa vse bolj opozarjajo, da rabimo nov pristop z zdravili, 
ki delujejo na več tarč hkrati (30). Od leta 2003 je do 2. klinične faze testiranja prišlo že več kot 
200 spojin, a nobena izmed teh ni prišla do faze registracije. Večina jih ne uspe zaradi resnih 
neželenih škodljivih učinkov ali pomanjkanja terapevtskih učinkov (25). Problem odkrivanja 
novih zdravil je tudi v razvoju živalskih modelov, ki bi v popolnosti odražali vse vidike bolezni. 
10 
 
V raziskavah se uporabljajo različne celične kulture in živalski modeli. Čeprav je njihov doprinos 
ogromen, noben ni zmožen posnemati razvoj bolezni kot se zgodi pri človeku (31). Razvoj zdravil 
se najbolj ukvarja ravno z amiloidno hipotezo. Usmerjen je predvsem v zaviranje tvorbe fibrilov 
Aβ ter preprečevanje sinteze Aβ (19). 
1.4.1. Zaviralci β-sekretaze (BACE1) 
 BACE1 je transmembranska aspartatna proteaza, ki spada med β-sekretazne encime in cepi APP 
na luminalni strani membrane. Povečana ekspresija BACE1 pri AB se odraža v povečani proteolizi 
APP in tvorbi peptidov Aβ (6). Delovanje encima je tako ključen dejavnik pri tvorbi Aβ, 
posledično je zaviranje BACE1 perspektiven pristop za zmanjševanje nastajanja Aβ (19,25). 
1.4.2. Modulatorji γ-sekretaze 
γ-Sekretaza je aspartatni proteazni transmembranski kompleks. Sestavljena je iz štirih glavnih 
podenot: presenelin 1 in 2, nikastrin, APH-1 in PEN-2 in cepi APP na več mestih znotraj 
transmembranskih predelov ter generira peptide različnih dolžin (9). Vsaka podenota encima je 
zato potencialna terapevtska tarča za zmanjšanje tvorjenja Aβ. Poleg APP encim sodeluje pri 
metabolizmu drugih proteinov v celici. Zaviranje delovanja tako privede do neželenih učinkov 
(GIT toksičnost, kožne reakcije, razbarvanje las), kar otežuje razvoj modulatorjev (5,30). 
1.4.3. Imunizacija  
Dokazi o toksičnosti oligomerov Aβ za nevrone in sinapse so spodbudili razvoj učinkovin, ki 
zavirajo tvorbo toksičnih agregatov Aβ ali odstranjujejo tako topne monomere in oligomere kot 
tudi promovirajo razgradnjo že agregiranih senilnih leh. Mehanizmi s katerimi imunizacija 
pripomore k odstranjevanju plakov so solubilizacija Aβ, fagocitoza opsoniziranega Aβ z 
mikroglijo in odstranjevanje Aβ iz možganov s protitelesi (30). 
Aktivna imunizacija temelji na cepljenju bolnika s sintetičnim Aβ42 ali njegovimi mimetiki, 
proti katerim naj bi bolnik razvil specifična protitelesa. Problem s katerimi se soočajo pri razvoju 
takih terapevtikov je predvsem pretiran imunski odziv (meningoencefalitis) (30). Razvoj se zato 
nagiba k cepivom z bolj specifičnimi epitopi, ki bi preprečili aktivacijo limfocitov T in aktivirali 
le limfocite B (25). 
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Pasivna imunizacija je trenutno najbolj napredna strategija za zdravljenje AB. Temelji na 
intravenski terapiji s humaniziranimi monoklonskimi protitelesi, ki specifično prepoznajo bodisi 
monomere Aβ42, oligomerne ali fibrilarne skupke Aβ42. S tem preprečijo združevanje in nalaganje 
amiloida v možganih ter promovirajo njegovo odstranjevanje. V kliničnih testiranjih je veliko 
protiteles, še vedno pa nobeno od njih ni odobreno (25). 
1.5. HOLIN ESTERAZE 
Holin esteraze (ChE) so serinske hidrolaze, ki hidrolizirajo različne karboksilne estre. V 
človeškem telesu poznamo dve: acetilholin esterazo (AChE, EC 3.1.1.7) in butirilholin esterazo 
(BuChE, EC 3.1.1.8). AChE najdemo v eritrocitih, živčnih končičih, pljučih, vranici in vseh delih 
možganov. Njena primarna vloga je hidroliza ACh. BuChE se nahaja v plazmi, jetrih, gladkih 
mišicah, črevesju, trebušni slinavki, srcu in beli možganovini (32), v možganih pa se nahaja 
predvsem v celicah glije. Večina nevronov, ki vsebujejo BuChE, se nahaja v talamusu, 
neokorteksu in amigdali (33). Encima imata 65 % aminokislinskega zaporedja praktično enakega, 
čeprav je zapis za njiju na različnih kromosomih (34). Funkcionalna pomembnost BuChE v 
zdravih človeških možganih je bila v preteklosti podcenjena zaradi relativno nizke ekspresije 
napram AChE, sedaj pa se ji pripisuje vloga koregulatorja holinergične aktivnosti v centralnem 
živčnem sistemu (33,35). Tako kot AChE tudi BuChE prekine delovanje ACh in je zaradi tega 
delovanja možna tarča v terapiji AB. AChE razgradi ACh štirikrat hitreje kot BuChE, saj je ta 
manj substratno specifična za ACh (3). V zdravih možganih je za encimsko razgradnjo ACh 
odgovorna predvsem AChE, katere aktivnost se z napredkom AB manjša. Ob pomanjkanju AChE 
v možganih njeno vlogo razgradnje ACh prevzame BuChE. To se zgodi s propadom holinergičnih 
nevronov pri AB, kjer se aktivnost AChE zmanjša, aktivnost BuChE pa se znatno poveča (3). 
Ravno zaradi tega je BuChE dobra farmakološka tarča za zdravljenje zmernih do hudih faz AB. 
Selektivna inhibicija BuChE ne povzroča perifernih (parasimpatičnih) neželenih učinkov, kar je 
problem pri zaviranju AChE. Periferni neželeni učinki so posledica prevelike koncentracije ACh 
zaradi inhibicije AChE v živčno-mišičnem stiku (33). BuChE v organizmu deluje tudi kot čistilec 
spojin, ki inhibirajo AChE in jo na ta način ščitijo pred inhibicijo (npr. organofosfati – živčni bojni 
strupi) (26). Človek ima različne variante BuChE, ki se razlikujejo v aktivnost encima. Nekateri 
genotipi imajo tako zmanjšano, nekateri zvečano aktivnost encima, nekateri pa popolnoma odsotno 
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delovanje encima BuChE. BuChE med drugim metabolizira sukcinilholin, kokain, aspirin, 
bambuterol (predzdravilo) in heroin (8). 
Za razvoj zaviralcev, ki bodo selektivni za BuChE, je pomembno poznati strukturne razlike med 
AChE in BuChE. Aktivno mesto obeh encimov je na dnu ∼20 Å globokega hidrofobnega žepa, 
periferno anionsko mesto pa je pozicionirano na vhodu v aktivno mesto (Slika 4). Aktivno mesto 
obeh encimov sestavlja katalitična triada, acil vezavni žep in holin vezavno mesto. Aktivno mesto 
AChE vsebuje 14 aromatskih AK, medtem ko jih je pri BuChE 6 zamenjanih z alifatskimi AK. 
Največje razlike med encimoma so ravno v acil vezavnem žepu, ki med hidrolizo veže acilni del 
substrata. Pri AChE acilni žep sestavljata aromatski AK (Phe295 in Phe297), medtem ko najdemo 
pri BuChE alifatski AK (Leu286 in Val288). Ta lastnost nam omogoča doseganje selektivnosti 
substratov za BuChE, saj BuChE posledično omogoča hidrolizo večjih ligandov kot AChE (3,26). 
BuChE ima tudi širši vhod v aktivno mesto, saj ima aromatske skupine prav tako zamenjane s 
manjšimi alifatskimi (36). 
Periferno anionsko mesto BuChE (Asp70, Ala277) je pomembno pri začetni vezavi pozitivno 
nabitih substratov, kot so holinski estri s kvarternim amonijevim kationom (8,37). Aktivno mesto 
BuChE sestavljajo holin vezavni žep (ključen je Trp82) in acil vezavni žep (AK Val288, Trp231, 
Leu286) ter katalitična triada serinske hidrolaze z AK ostanki Ser198, His438 in Glu325 (37,38).  
 
Slika 4: Aktivno mesto BuChE. Prirejeno po: (34). 
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1.5.1. Odkrivanje in razvoj selektivnih zaviralcev BuChE z 1,3-substituiranim piperidinom 
V zadnjih letih se je v začetnih fazah odkrivanja ustreznih učinkovin kot podpora rešetanju visokih 
zmogljivosti rutinsko uporablja načrtovanje na podlagi strukture tarče (ang. Structure-Based Drug 
Design, SBDD). Na osnovi kristalne strukture BuChE so raziskovalci Fakultete za farmacijo s 
SBDD odkrili nove selektivne inhibitorje BuChE za terapijo poznih oblik AB (Slika 5). Z 
virtualnim rešetanjem so identificirali spojino vodnico, ki ima na rekombinantni humani 
(hBuChE) IC50 vrednost 2,7 nM, in je tako že zelo močan selektiven zaviralec BuChE. Iz kristalne 
strukture so razvidne elektrostatske (π–π) interakcije med naftalenskim obročem spojine vodnice 
in Trp231, ki popolnoma zapolni acil vezavni žep , kar je tudi razlaga za selektivnost napram 
AChE, ki ima ta žep veliko manjši. Med pozitivno nabitim piperidinskim dušikom in Tyr332 se 
vzpostavi močna kation-π interakcija. Ogljikovi atomi piperidinskega obroča tvorijo elektrostatske 
Van der Waalsove interakcije s Phe329 in Tyr332, 1H-inden pa stabilizira molekulo na vhodu v 
aktivno mesto z Ile69 in Asp70. Prav tako so opazili, da je metoksietilna skupina obrnjena proti 
katalitičnima ostankoma Ser198 in His438, a z njimi ne tvori neposredne interakcije. Na tem mestu 
so zato videli možnost optimizacije spojine vodnice (34).  
Na podlagi kemijske strukture spojine vodnice, so nato raziskave nadaljevali z zamenjavo 
karboksamida s sulfonamidno skupino. Taka zamenjava se v farmacevtski kemiji velikokrat 
uporablja za zvečanje biološke aktivnosti, biološke razpoložljivosti in metabolične stabilnosti 
učinkovin. Poleg sulfonamida so modificirali tudi naftalenski in indolni obroč spojine vodnice; 
variirali so dolžino linkerjev med cikličnimi strukturami ter mesta substitucije na piperidinskem 
obroču. Vse modificirane spojine so bile v primerjavi s spojino vodnico šibkejši zaviralci hBuChE, 
a jih je imelo še vedno veliko IC50 vrednosti nM območju, najboljša med njimi, spojina A, je imela 
IC50 = 4,9 nM (38).  
Glede na kristalno strukturo kompleksa spojine vodnice s hBuChE so raziskovalci preverili še 
nekaj možnosti za strukturno optimizacijo. Glede na usmeritev metoksietilne verige proti 
katalitičnim aminokislinskim ostankom (Ser198 in His438) in Trp82 v holin vezavnem žepu so 
zamenjali metoksi skupino z dimetilaminom ter s tem vnesli dodatni bazični center. Ta 
modifikacija je povzročila drastično znižanje IC50 vrednosti v pikomolarno območje (IC50 
eutomera je 11,1 pM). Spojina B zavira BuChE močneje zaradi dodatne kation-π vezi, ki jo tvori 
s Trp82 v holin vezavnem žepu. Spojina je in vitro visoko permeabilna, ima visok procent vezave 
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na plazemske proteine in je metabolično stabilna. Spojina in vivo dobro prehajala v možgane poleg 
tega pa izboljšala kognitivne funkcije mišk v skopolaminskem modelu kognitivnega pomanjkanja 
(33).  
Na podlagi spojine vodnice, ki so jo dobili s SBDD, so na Kemijskem Inštitutu nadalje izvedli še 
virtualno rešetanje na podlagi strukture liganda (ang. Ligand-Based Virtual Screening, LBVS). 
Razvili so program imenovan LiSiCA (ang. Ligand Similarity using Clique Algorithm), ki je s 
pomočjo algoritma iskal dvo- in trodimenzionalne podobnosti med molekulami in spojino 
vodnico. Namen je bil najti biološko aktivne spojine, ki imajo popolnoma drugačne osnovne 
strukturne elemente v primerjavi s spojino vodnico. Na koncu so podobnost s spojino vodnico 
izrazili s Tanimotovim koeficientom in tako določili 30 najboljših zadetkov, katerim so 
biokemijsko določili zaviralno jakost na hBuChE. Najboljši zaviralec je bila spojina C, ki je imela 
IC50 = 80,3 nM ter boljšo učinkovitost vezanja kot spojina vodnica (39).  
 
Slika 5: Selektivni zaviralci hBuChE z 1,3-substituiranim piperidinom odkriti s SBDD in LBDD.  
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2. NAMEN 
Namen magistrske naloge je sinteza analogov 1-(2-(piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (spojine C, 
Slika 6) z zaviralnim delovanjem na hBuChE. Spojina, iz katere bomo izhajali, je bila razvita na 
Kemijskem inštitutu s pomočjo virtualnega rešetanja na podlagi liganda in ima na hBuChE IC50 = 
80,3 nM (39). Strukturo spojin bomo spreminjali tako, da bomo na mesto 3 piperidina uvajali 
različne substituente in jim skušali s tem še izboljšati zaviralno aktivnost – znižati vrednost IC50. 
Spojina vodnica ima na mestu 3 piperidina para-fluorofenilni fragment, katerega bomo zamenjali 
s p-cianofenilom, p-karbamoilfenilom, o-fluorofenilom, cikloheksilom, o-klorofenilom, 2-
kinolinom in piridin-4-ilom. Naša hipoteza je, da bomo s predlaganimi modifikacijami izboljšali 
zaviralno aktivnost na izoliranem encimu hBuChE in izboljšali selektivnost napram AChE. 
Spojine bomo ovrednotili s spektroskopskimi in kromatografskimi metodami ter s tem potrdili 
njihovo strukturo in čistost. Načrtovane spojine bomo med seboj primerjali glede na njihovo 
zaviralno aktivnost na hBuChE, ki jo bomo ovrednotili z metodo po Ellmanu. Tako bomo videli, 
kakšen vpliv imajo te kemijske spremembe na zaviralno delovanje (odnos med strukturo in 
delovanjem, SAR).  
 
Slika 6: Kemijska struktura spojine C in načrtovane modifikacije.  
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. MATERIALI   
Pri delu smo uporabili reagente in topila različnih proizvajalcev (Sigma Aldrich, Merck, Acros, 
Fluka, Apollo Scientific). Brezvodni THF in reagent za alkilacijo - 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on  
smo imeli že predhodno pripravljen. 
Topila, kisline in baze: NaOH, dioksan, HCl, EtOAc, Hex, CHCl3, Et3N, DKM, nasičena vodna 
razt. NaHCO3 in NaCl, EtOH, MeOH, dietileter (E), petroleter (PE), brezvodni THF, CH3CN, 
DMSO, 30 % raztopina H2O2, toluen. 
Reagenti: piperidin-3-karboksilna kislina, Boc2O, TBTU, N,O-dimetilhidroksamid hidroklorid, 
LiAlH4, Pd/C, Pd/CaCO3, Pd/BaSO4, 4-cianobenzil bromid, (bromometil)cikloheksan, 2-
fluorobenzil klorid, trifenilfosfin, 3-(bromometil)piridinijev bromid, 2-klorobenzil klorid, jod, 
CuSO4 × 5H2O, Na2S2O3, 2-metilkinolin, Na-HDMS, K2CO3, KI, 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on, 
Na2SO4. 
3.2. METODE 
Risanje spojin: Uporabili smo ChemDraw Professional 16.0 (PerkinElmer).  
Določanje tališča: Uporabili smo Kofflerjev mikroskop z ogrevalno mizico Leica.  
KROMATOGRAFSKE METODE 
Tankoplastna kromatografija: Metodo smo uporabljali za sprotno spremljanje poteka reakcij. 
Raztopine izhodnih spojin in reakcijske zmesi smo nanašali na Merck-ov Silica gel 60 F254 z 0,20 
mm debelim nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu velikosti 20 × 20 cm z dodanim 
fluorescenčnim indikatorjem in jih razvijali v mobilni fazi, ustrezni za spremljanje določene 
stopnje reakcije. Razvite plošče smo orosili z orositvenim reagentom (ninhidrin, 2,4-
dinitrofenilhidrazin) in spojine detektirali z UV svetlobo (λ = 254 nm in λ = 366 nm). 
Kolonska adsorpcijska kromatografija: Za čiščenje produkta in ločevanje izomerov smo 
uporabljali pesek, Merck-ov silikagel 60 z velikostjo delcev 0,04–0,063 mm in ustrezno mobilno 
fazo navedeno v eksperimentalnem delu pri posameznem sinteznem koraku. 
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Reverznofazna kromatografija: Pri delu smo uporabljali Biotage Isolera One System, s kolono 
Biotage SNAP Cartiridge KP-C18-HS 12 g z mobilno fazo 0,1% TFA (aq)/MeOH; 0,1 % TFA 
(aq)/CH3CN ali H2O/MeOH. Spojine smo detektirali pri valovnih dolžinah 220 nm in 254 nm. 
HPLC: Za določanje čistosti končnih spojin smo uporabili sistem Thermo Fisher UltimMate 3000 
UPLC s kolono Acquity UPLC HSS C18 1,8 µm (2,1 × 50 mm) termostatirano na 40 °C, s hitrostjo 
pretoka mobilne faze 0,4 mL/min, volumnom injiciranja 1 µL in koncentracijo vzorca 0,2 mg/mL 
(0.2 % TFA v CH3CN). Mobilna faza je bila 0,1 % TFA v CH3CN. Gradient CH3CN je bil: 0–7 
min, 10 % do 90 % CH3CN, 7–10 min, 90 % CH3CN. 
SPKTROSKOPSKE METODE  
Infrardeča spektroskopija: Spojinam smo posneli spekter na FT-IR System, Spectrum BX 
(Perkin-Elmer).  
Masna spektroskopija: Spojinam smo posneli spekter na masnem spektrometru Q Executive Plus 
LC-MS/MS (Thermo Scientific). 
Jedrska magnetna resonanca: Za snemanje spektrov NMR spektrov smo uporabili spektrometer 
Bruker Avance III 400 MHz. Vzorce smo raztopili v devteriranih topilih (CDCl3, DMSO-d6, 
MeOD). Dobljene spektre smo obdelali s programom MestReNova v 14.0. 
3.3. ELLMANOVA METODA – Vrednotenje zaviralnega delovanja hBuChE 
Za določanje zaviralne aktivnosti sintetiziranih spojin na encimu hBuChE in selektivnosti napram 
hAChE smo uporabili Ellmanovo metodo. Zaviralno aktivnost smo kvantificirali z vrednostjo IC50 
– to je koncentracija spojine pri kateri se aktivnost encima in vitro zmanjša za 50 %. Biokemijska 
metoda temelji na hidrolizi butiriltioholinskega oz. acetiltioholinskega derivata z encimoma 
BuChE oz. AChE in reakciji nastalega tioholina z Ellmanovim reagentom (5,5'-ditiobis (2-
nitrobenzojska kislina), DTNB) pri kateri nastaja mešan disulfid in rumeno obarvan 5-tio-2-
nitrobenzoatni anion (Slika 7). Nastajanje nitrobenzoatnega aniona smo spremljali v časovnem 
intervalu ene minute od dodatka substrata kot spremembo absorbance pri valovni dolžini 412 nm, 
kjer ima spojina absorpcijski maksimum. V reakciji smo butirilholin in acetilholin nadomestili z 
njihovima tioestrskima analogoma, saj se slednja na metabolizirata hitreje kot naravna substrata. 
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Ob prisotnosti zaviralca se tako zmanjša nastajanje tioholina in posledično rumeno obarvanega 
nitrobenzoatnega aniona, kar zaznamo kot zmanjšanje absorbance.  
 
Slika 7: Shema poteka Ellmanove metode na primeru butirilholina s hBuChE. 
3.3.1. Materiali in aparature:  
- Ellmanov reagent: 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzojska kislina), DTNB (Sigma Aldrich) 
- Substrat: S-butiriltioholin jodid (BTCI) (Sigma Aldrich)  
- Substrat: S-acetiltioholin jodid (ATCI) (Sigma Aldrich)  
- Encim: rekombinantna človeška butirilholin esteraza (hBuChE) (16,5 mg/mL) 
- Encim: rekombinantna človeška acetilholin esteraza (hAChE) (14,3 mg/mL) 
- Pufer: 0,1 M fosfatni pufer s pH = 8,0 (Na2HPO4 × 2H2O, Merck Millipore) 
- Topilo: DMSO (ACS, Honeywell) 
- Zaviralci: spojine 38–52 
Meritve smo opravili z mikrotitrskim čitalcem Synergy H4 s programsko opremo Gen5 (BioTek 
Instruments, Inc., USA).  
3.3.2. Izvedba testa in analiza rezultatov  
Vse meritve smo izvajali v triplikatih in s končnim volumnom reakcijske zmesi 300 µL. Na 
mikrotitrsko ploščico smo najprej nanesli osnovno raztopino DTNB. Končna raztopina je 
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vsebovala 370 µM DTNB. Nato smo v triplikatu pipetirali raztopine testnih spojin padajočih 
koncentracij in encim ter 5 minut inkubirali pri sobni temperaturi, da se je vzpostavilo ravnotežje 
med zaviralcem in encimom. Reakcijo smo sprožili z dodatkom substrata (BTCI oz. ATCI) pri 
sobni temperaturi in takoj pričeli z 1 minutnim merjenjem absorbance pri λ = 412 nm. 
Koncentracija substrata v končni raztopini je bila 500 µM. Za določitev nastajanja 5-tio-2-
nitrobenzoatnega aniona v kontrolnem vzorcu smo zaviralec nadomestili z enakim volumnom 
DMSO.  
Nato smo iz triplikatov absorbanc izračunali povprečje (povprečni naklon) in iz teh povprečno 
hitrost za vse koncentracije posamezne spojine (vi) ter iz praznega vzorca vrednost začetne hitrosti 
(v0). Inhibitorni učinek testnih spojin smo izrazili z rezidualno aktivnostjo encima RA (RA = vi 
/v0) in narisali graf odvisnosti RA od koncentracije preiskovane spojine. Iz tega smo s pomočjo 
programske opreme GraphPad Prism v8.0 izračunali vrednost IC50 po enačbi:  
 Y = Min + (Max – Min)/(1 + 10((Log IC50 – X) × Hill koeficient)),  
pri čemer X predstavlja logaritem koncentracije zaviralca in Y = RA vrednosti.  
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4. EKSPERIMENTALEN DEL 
4.1. Sinteza 1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-3-karboksilne kisline (1)  
Slika 8: Shema sinteze spojine 1 
Piperidin-3-karboksilno kislino (10,01 g, 77,5 mmol, 1,0 ekv.) smo ob mešanju raztopili v zmesi 
1 M NaOH (80 mL) in 1,4-dioksana (80 mL) ter nastalo raztopino ohladili na ledeni kopeli. Nato 
smo dodali di-terc-butil dikarbonat (Boc2O) (20,29 g, 92,98 mmol, 1,2 ekv.), predhodno raztopljen 
v 1,4-dioksanu (80 mL). Reakcijsko zmes smo mešali čez noč pri sobni temperaturi. Po potekli 
reakciji smo pod znižanim tlakom uparili približno polovico količine topil v buči, preostanek pa 
prenesli v lij ločnik in nakisali z 1 M HCl do pH ~2–3. Nato smo izvedli ekstrakcijo z etil acetatom 
(EtOAc) (1 × 200 mL, 2 × 100 mL). Združene organske faze smo sušili z Na2SO4, filtrirali in 
vakuumsko uparili topilo ter vse hlapne spojine. 
1-(Terc-butoksikarbonil)piperidin-3-karboksilna kislina (1) 
Izgled Bela oborina  
 
Tališče Ttal = 135,0 – 138,0 °C 
TLC Rf (DKM/MeOH=9/1)= 0,43 
Izkoristek η = 98,7 % 
MS (ESI) 
Izračunano C11H19NNaO4 [M + Na]+ (m/z): 252,12 
Izmerjeno: 252,1 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm)= 1.43 – 1.59 (m, 1H), 1.45 (s, 9H), 1.59 – 1.76 (m, 2H), 2.03 
– 2.10 (m, 1H), 2.44 – 2.52 (m, 1H), 2.82 – 2.89 (m, 1H), 3.05 (bs, 
1H), 3.88 (dt, J = 13.3, 4.0 Hz, 1H), 4.09 (bs, 1H). 
4.2. Sinteza terc-butil-3-(metoksi(metil)karbamoil)piperidin-1-karboksilata (2)  
 
Slika 9: Shema sinteze spojine 2  
Spojino 1 (1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-3-karboksilno kislino) (21,817 g, 95,1 mmol, 1,0 
ekv.) smo ob mešanju raztopili v DKM (200 mL). Nato smo po vrstnem redu dodali TBTU (36,83 
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g, 114,19 mmol, 1,2 ekv.), Et3N (140 mL, 475,77 mmol, 5 ekv.) in N,O-dimetilhidroksilamin 
hidroklorid – po porcijah (11,19 g, 114,19 mmol, 1,2 ekv). Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni 
temperaturi čez noč in jo zatem prenesli v lij ločnik. Zmes smo spirali z 1 M HCl (2 × 100 mL), 
prečiščeno vodo (1 × 100 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 100 mL) in nasičeno raztopino 
NaCl (1 × 100 mL). Organsko fazo smo nato še sušili z Na2SO4 in uparili topilo pod znižanim 
tlakom. Rumen oljnat produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo 
EtOAc/Hex=1/2. Zbranim frakcijam smo uparili topilo in produkt sušili na vakuumski črpalki. 
Terc-butil-3-(metoksi(metil)karbamoil)piperidin-1-karboksilat (2) 
Izgled Brezbarvno olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (EtOAc/Hex=1/2)= 0,36 
Izkoristek η = 35,5 % 
MS (ESI) 
Izračunano za C13H24N2NaO4 [M + Na]+ (m/z): 295,16 
Izmerjeno: 295,2 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.40 –1.48 (m, 1sH), 1.43 (s, 9H), 1.58 – 1.72 (m, 2H), 
1.86 – 1.93 (m, 1H), 2.67 (bs, 1H), 2.82 (bs, 2H), 3.16 (s, 3H), 3.71 
(s, 3H), 4.12 (bs, 2H) 
4.3 Sinteza terc-butil-3-formilpiperidin-1-karboksilata (3) 
 
Slika 10: Shema sinteze spojine 3 
Spojino 2 (terc-butil-3-(metoksi(metil)karbamoil)piperidin-1-karboksilat) (9,20 g, 33,78 mmol, 1 
ekv.) smo raztopili v brezvodnem THF (140 mL) in raztopino mešali na ledeni kopeli ter ji s 
prepihovanjem z argonom zagotovili inertno atmosfero. Nato smo dodali LiAlH4 – po porcijah 
(1,92 g, 50,67 mmol, 1,5 ekv.), in pustili mešati 1,5 ure na ledeni kopeli. Po pretečenem času smo 
zelo previdno in počasi ustavili reakcijo z dodajanjem nasičene raztopine NaHCO3 po kapljicah 
(10 mL). Topilo smo uparili pod znižanim tlakom in oborini, ki je ostala v bučki, dodali nasičeno 
raztopino NaHCO3 (200 mL), prenesli v lij ločnik ter ekstrahirali z EtOAc (3 × 200 mL). Združene 
organske faze smo nato spirali s prečiščeno vodo (1 × 100 mL), nasičeno raztopino NaCl (1 × 100 
mL), sušili z Na2SO4, filtrirali, topilo uparili pod znižanim tlakom in produkt sušili na vakuumski 
črpalki.  
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Terc-butil-3-formilpiperidin-1-karboksilat (3) 
Izgled Brezbarvno olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (EA/H=1/1)= 0,49  
Izkoristek η = 90,3 % 
4.4. Sinteza 2-(jodometil)kinolina (4)  
 
Slika 11: Shema sinteze spojine 4 
Reakcijsko zmes 2-metilkinolina (5 mL, 36,94 mmol, 1 ekv.), I2 (7,03 g, 27,70 mmol, 0,75 ekv.) 
in CuSO4 × 5H2O (3,67 g, 14,78 mmol, 0,4 ekv.) v CH3CN (150 mL) smo mešali 3 ure pod 
refluksom (70 °C). Nato smo pod znižanim tlakom uparili hlapne komponente. Reakcijski zmesi 
smo dodali prečiščeno vodo (40 mL) in ekstrahirali z DKM (3 × 100 mL). Ostanke I2 v organski 
fazi smo nevtralizirali z Na2S2O3. Združene organske faze smo nato sprali z nasičeno NaCl (70 
mL), sušili z Na2SO4, topilo uparili pod znižanim tlakom. Surovi produkt smo očistili s kolonsko 
adsorpcijsko kromatografijo z mobilno fazo EtOAc/Hex=1/9. Zbranim frakcijam smo uparili 
topilo in produkt sušili na vakuumski črpalki.  
2-(Jodometil)kinolin (4) 
Izgled Oranžno olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (EtOAc/Hex=1/9)= 0,36 
Izkoristek η = 13,5 % 
MS (ESI) 
Izračunano za C10H9IN [M + H])+ (m/z): 269,98 
Izmerjeno: 269,76 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 4.67 (s, 2H), 7.51 – 7.55 (m, 2H), 7.71 (ddd, J = 8.4, 6.9, 
1.5 Hz, 1H), 7.78 (dd, J = 8.0, 1.4 Hz, 1H), 8.03 – 8.05 (m, 1H), 
8.11 (dd, J = 8.5, 0.8 Hz, 1H) 
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4.5. SPLOŠNI POSTOPEK A: Priprava Wittigovih soli 
 
Slika 12: Shema sinteze Wittigovih soli - reagentov  
Preglednica I: Seznam substituentov pri Wittigovih reagentih  
Spojina X R Spojina X R 
5 Br 
 
9 Cl 
 
6a Br 
 
10 Br 
 
7a,b Cl 
  
11d Cl 
  
8c I 
 
12 I 
 
a Reakcija ni potekla; b Kot topilo smo uporabili toluen; c Zagotovili smo inertno atmosfero z argonom in 
kot reaktant dodali kalijev jodid (KI, 1 ekv.); d Po reakciji samo odparimo topilo (brez dodatka DKM in 
dietiletra). 
Ustrezni izhodni spojini (1 ekv.), ki smo jo raztopili v CH3CN (100 mL), smo dodali trifenilfosfin 
(1 ekv.) in segrevali pod refluksom (90 °C) čez noč. Nato smo vakuumsko uparili topilo in dodali 
enaka volumna DKM in dietiletra (40 + 40 mL) ter izpadlo oborino izolirali s filtracijo z 
odsesavanjem. Produkt smo sušili v sušilniku (50–60 °C) čez noč.  
4.5.1. Sinteza (4-cianobenzil)trifenilfosfonijevega bromida (5)  
Za sintezo 5 smo uporabili 4-(bromometil)benzonitril (7,5 g, 38,26 mmol, 1 ekv.) in trifenilfosfin 
(10,0 g, 38,26 mmol, 1 ekv.) po sinteznem postopku A. Izkoristek reakcije: 95,8 %. 
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4.5.2. Poskus sinteze (cikloheksilmetil)trifenilfosfonijevega bromida (6)  
Za sintezo 6 smo uporabili (bromometil)cikloheksan (5 mL, 35,06 mmol, 1 ekv.) in trifenilfosfin 
(9,20 g, 35,06 mmol, 1 ekv.) po sinteznem postopku A. Po posnetem 1H NMR spektru in ESI-MS 
analizi smo ugotovili, da reakcija ni potekla. 
4.5.3. Poskus sinteze (cikloheksilmetil)trifenilfosfonijevega bromida (7)  
Za sintezo 7 smo uporabili (bromometil)cikloheksan (5 mL, 35,06 mmol, 1 ekv.) in trifenilfosfin 
(9,20 g, 35,06 mmol, 1 ekv.) po sinteznem postopku A, le da smo kot topilo v reakciji uporabili 
toluen. Reakcija ni potekla.  
4.5.4. Sinteza (cikloheksilmetil)trifenilfosfonijevega bromida (8)  
Za sintezo 8 smo uporabili (bromometil)cikloheksan (5 mL, 35,06 mmol, 1 ekv.) in trifenilfosfin 
(9,20 g, 35,06 mmol, 1 ekv.) po sinteznem postopku A. Reakcijski zmesi smo dodali še kalijev 
jodid (5,82 g, 35,0 mmol, 1 ekv.) in celoten čas zagotavljali inertno atmosfero z argonom. 
Izkoristek reakcije: 30,4 %. 
4.5.5. Sinteza (2-fluorobenzil)trifenilfosfonijevega klorida (9)  
Za sintezo 9 smo uporabili 2-fluorobenzil klorid (5 mL, 41,21 mmol, 1 ekv.) in trifenilfosfin (10,81 
g, 41,21 mmol, 1 ekv.) po sinteznem postopku A. Izkoristek reakcije: 92,4 %. 
4.5.6. Sinteza trifenil(piridinijev-4-metil)fosfonijevega dibromida (10)  
Za sintezo 10 smo uporabili 4-(bromometil)piridinijev bromid (3,70 g, 14,63 mmol, 1 ekv.) in 
trifenilfosfin (3,84 g, 14,63 mmol, 1 ekv.) po sinteznem postopku A. Izkoristek reakcije: 88,6 %. 
4.5.7. Sinteza (2-klorobenzil)trifenilfosfonijevega klorida (11)  
Za sintezo 11 smo uporabili 1-kloro-2-(klorometil)benzen (5 mL, 39,55 mmol, 1 ekv.) in 
trifenilfosfin (10,38 g, 39,55 mmol, 1 ekv.) po sinteznem postopku A. Izkoristek reakcije: 90,0 %. 
4.5.8. Sinteza trifenil(kinolin-2-metil)fosfonijevega jodida (12)  
Za sintezo 12 smo uporabili 2-(jodometil)kinolin (1,3 g, 4,84 mmol, 1 ekv.) in trifenilfosfin (1,27 
g, 4,84 mmol, 1 ekv.) po sinteznem postopku A. Izkoristek reakcije: 98,0 %.  
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4.6. SPLOŠNI POSTOPEK B: Wittigova reakcija 
 
Slika 13: Splošna shema Wittigove reakcije 
Preglednica II: Seznam substituentov pri produktih Wittigove reakcije 
Spojina X R 
13 (trans), 14 (cis) Br 
 
15 (zmes), 16 (trans) Cl 
 
17 Br 
 
18 I 
 
19 Cl 
 
20 I 
 
V brezvodnem THF (60 mL) smo ob mešanju na sobni temperaturi raztopili ustrezen Wittigov 
reagent (1,1 ekv.) ter prepihovali z argonom, da smo zagotovili inertno atmosfero. Nato smo dodali 
Na-HDMS (1 M raztopino v THF, 1,2 ekv.). Po 15 minutnem mešanju smo dodali spojino 3 (1 
ekv.) in reakcijsko zmes pustili mešati čez noč. Po pretečenem času smo reakcijo ustavili z 
dodajanjem nasičene raztopine NaHCO3 po kapljicah (10 mL) in vakuumsko uparili topilo. Nato 
smo reakcijski zmesi dodali nasičeno raztopino NaHCO3 (100 mL), prenesli v lij ločnik ter 
ekstrahirali z EtOAc (3 × 100 mL). Združene organske faze smo sprali z nasičeno raztopino NaCl 
(150 mL), sušili z brezvodnim Na2SO4, filtrirali ter vakuumsko uparili topilo. Surovi produkt smo 
nato čistili s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo po postopkih navedenih pri posamezni spojini. 
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4.6.1. Sinteza terc-butil (E/Z)-3-(4-cianostiril)piperidin-1-karboksilata (13, 14)  
Pri sintezi spojin 13 in 14 smo uporabili spojino 5 (9,48 g, 20,63 mmol, 1,1 ekv.), 1 M raztopino 
Na-HDMS v THF (22,5 mL, 22,51 mmol, 1,2 ekv.) in spojino 3 (4,0 g, 18,75 mmol, 1 ekv.) po 
sinteznem postopku B. Produkt smo nato čistili s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo z mobilno 
fazo PE/E=9/1, nato PE/E=5/1. Zbranim frakcijam smo uparili topilo in produkt sušili na 
vakuumski črpalki. S kolono smo uspeli ločiti izomera trans (spojina 13) in cis (spojina 14). 
Celokupni izkoristek reakcije je bil 46,4 %.  
Terc-butil (E)-3-(4-cianostiril)piperidin-1-karboksilat (13) 
Izgled Brezbarvno olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (PE/E=2/1)= 0,21 
Masa čistega izomera  m= 1,7 g 
MS (ESI) 
Izračunano C19H24N2NaO2 [M + Na]+ (m/z): 335,17 
Izmerjeno: 335,2 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.37 – 1.55 (m, 2H), 1.46 (s, 9H), 1.68 – 1.73 (m, 
1H), 1.90 – 1.96 (m, 1H), 2.33 – 2.39 (m, 1H), 2.71 (bs, 1H), 
.2.81 (ddd, J = 13.2, 11.2, 3.1 Hz, 1H), 3.95 (bd, J = 13.5 Hz, 
1H), 4.08 (bs, 1H), 6.23 (dd, J = 16.1, 7.0 Hz, 1H), 6.45 (d, J = 
16.0 Hz, 1H), 7.41 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.56 – 7.59 (m, 2H) 
 
Terc-butil (Z)-3-(4-cianostiril)piperidin-1-karboksilat (14) 
Izgled Brezbarvno olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (PE/E=2/1)= 0,27 
Masa čistega izomera m= 0,32 g  
MS (ESI) 
Izračunano C19H24N2NaO2 [M + Na]+ (m/z): 335,17 
Izmerjeno: 335,3 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.34 – 1.49 (m, 2H), 1.45 (s, 9H), 1.66 (dt, J = 
12.9, 3.5 Hz, 1H), 1.79 – 1.86 (m, 1H), 2.57 – 2.84 (m, 3H), 
3.98 (bs, 2H), 5.58 (dd, J = 11.8, 9.9 Hz, 1H), 6.44 (d, J = 
11.7 Hz, 1H), 7.39 – 7.39 (m, 2H), 7.61 – 7.64 (m, 2H) 
4.6.2. Sinteza terc-butil (E/Z)- 3-(2-fluorostiril)piperidin-1-karboksilata (15, 16) 
Pri sintezi spojin 15 in 16 smo uporabili spojino 9 (5,33 g, 13,09 mmol, 1,1 ekv.), 1 M raztopino 
Na-HDMS v THF (14,3 mL, 14,3 mmol, 1,2 ekv.) in spojino 3 (2,54 g, 11,90 mmol, 1 ekv.) po 
sinteznem postopku B. Produkt smo nato čistili s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo z mobilno 
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fazo PE/E=9/1. Izbranim frakcijam smo uparili topilo in produkt sušili na vakuumski črpalki. S 
čiščenjem smo iz zmesi izomer uspeli ločiti trans izomer, ki pa je še vedno vseboval 7 % cis 
derivata. Čistega derivata cis nam s kolono v tej fazi ni uspelo ločiti. Celokupen izkoristek reakcije 
je bil 43,4 %.  
Terc-butil (E/Z)-3-(2-fluorostiril)piperidin-1-karboksilat (15) 
Izgled Brezbarvno olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (PE/E=9/1)= 0,14 
Masa produkta m= 0,86 g (cca. 25 % cis, 75 % trans) 
MS (ESI) 
Izračunano C18H24FNNaO2 [M + Na]+ (m/z): 328,17 
Izmerjeno: 328,2 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.26 – 1.57 (m, 15H, cis + trans), 1.59 – 1.74 (m, 1.4H, 
cis + trans), 1.79 – 1.85 (m, 0.35H, cis), 1.90 – 1.98 (m, 1H, trans), 
2.30 – 2.39 (m, 1H, trans), 2.51 – 2.83 (m, 2.7H, cis + trans), 3.90 
–4.19 (m, 2.7H, cis + trans), 5.55 (dd, J = 11.6, 10.0 Hz, 0.35H, cis), 
6.17 (dd, J = 16.2, 7.1 Hz, 1H, trans), 6.45 (d, J = 11.6 Hz, 0.35H, 
cis), 6.60 (dd, J = 16.2, 1.3 Hz, 1H, trans), 6.98 – 7.32 (m, 4.2H, cis 
+ trans), 7.42 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H, trans) 
 
Terc-butil (E)-3-(2-fluorostiril)piperidin-1-karboksilat (16) 
Izgled Brezbarvno olje  
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (PE/E=9/1) = 0,14 
Masa produkta m= 0,72 g (cca. 93 % trans, 7 % cis)  
MS (ESI) 
Izračunano C18H24FNNaO2 [M + Na]+ (m/z): 328,17 
Izmerjeno: 328,2 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.35 – 1.52 (m, 2H), 1.47 (s, 9H), 1.67 – 1.75 (m, 1H), 
1.90 – 1.97 (m, 1H), 2.30 – 2.39 (m, 1H), 2.69 (bs, 1H), 2.79 (ddd, 
J = 13.2, 11.3, 3.1 Hz, 1H), 3.97 (bd, J = 13.4 Hz, 1H), 4.10 (bs, 
1H), 6.17 (dd, J = 16.2, 7.0 Hz, 1H), 6.60 (dd, J = 15.9, 1.1 Hz, 1H), 
6.99 – 7.10 (m, 2H), 7.11 – 7.21 (m, 1H), 7.42 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 
1H) 
4.6.3. Poskus sinteze terc-butil (E/Z)-3-(2-(piridin-4-il)vinil)piperidin-1-karboksilata (17) 
Pri poskusu sinteze smo uporabili spojino 10 (7,625 g, 14,75 mmol, 1,1 ekv.), 1 M raztopino Na-
HDMS v THF (8,5 mL, 16,1 mmol, 1,2 ekv.) in spojino 3 (2,86 g, 13,41 mmol, 1 ekv.) po 
sinteznem postopku B. Produkt smo čistili s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo z mobilno fazo 
EA/Hex=1/5. Zbranim frakcijam smo uparili topilo in posneli NMR spekter in LC-MS, ki sta 
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pokazala prisotnost želenega produkta. Produkt smo dodatno čistili z reverznofazno 
kromatografijo (Isolera, Biotage, kolona: SNAP KP-C18-HS, MF=H2O/MeOH) in še z dodatno 
kolono (CHCl3/MeOH=50/1). Produkta tudi tokrat nismo uspeli očistiti, zato smo zmes zavrgli.  
Terc-butil (E/Z)-3-(2-(piridin-4-il)vinil)piperidin-1-karboksilat (17) 
Izgled / 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (EA/Hex=1/4)= / 
Izkoristek η = 0 % 
MS (ESI) 
Izračunano C17H25N2O2 [M + H]+ (m/z): 289,19 
Izmerjeno: 289,2 
4.6.4. Sinteza terc-butil (E/Z)-3-(2-cikloheksilvinil)piperidin-1-karboksilata (18) 
Pri sintezi spojine 18 smo uporabili spojino 8 (5,17 g, 10,62 mmol, 1,1 ekv.), 1 M raztopino Na-
HDMS v THF (6,1 mL, 11,59 mmol, 1,2 ekv.) in spojino 3 (2,06 g, 9,66 mmol, 1 ekv.) po 
sinteznem postopku B. Produkt smo nato čistili s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo z mobilno 
fazo EA/Hex=1/9. Izbranim frakcijam smo uparili topilo in produkt sušili na vakuumski črpalki. 
Iz NMR je razvidno, da je v večjem deležu nastal trans izomer (prisotnega približno 10 % cis 
izomera). 
Terc-butil (E)-3-(2-cikloheksilvinil)piperidin-1-karboksilat (18) 
Izgled Brezbarvno olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (EA/Hex=1/9)= 0,27 
Izkoristek η = 12,4 % 
MS (ESI) 
Izračunano C18H31NNaO2 [M + Na]+ (m/z): 316,23 
Izmerjeno: 316,18 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.02 – 1.35 (m, 6H), 1.43 – 1.54 (m, 2H), 1.46 (s, 9H), 1.61 – 
1.76 (m, 6H), 2.21 – 2.31 (m, 1H), 2.35 – 2.52 (m, 2H), 2.65 – 2.72 (m, 
1H), 3.68–3.98 (m, 2H), 4.99 – 5.04 (m, 1H), 5.23 (t, J = 10.2 Hz, 1H) 
4.6.5. Sinteza terc-butil (E/Z)-3-(2-klorostiril)piperidin-1-karboksilata (19)  
Pri sintezi spojine 19 smo uporabili spojino 11 (6,55 g, 15,47 mmol, 1,1 ekv.), 1 M raztopino Na-
HDMS v THF (8,9 mL, 16,89 mmol, 1,2 ekv.) in spojino 3 (3,0 g, 14,07 mmol, 1 ekv.) po 
sinteznem postopku B. Produkt smo nato čistili s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo z mobilno 
fazo EA/Hex=1/9. Izbranim frakcijam smo uparili topilo in produkt sušili na vakuumski črpalki.. 
Zmes vsebuje približno 75 % trans derivata in 25 % cis derivata.  
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Terc-butil (E/Z)-3-(2-klorostiril)piperidin-1-karboksilat (19) 
Izgled Bela oborina 
 
Tališče Ttal = 42,7–49,8 °C 
TLC Rf (EA/Hex=1/9)= 0,15  
Izkoristek η = 25,9 % 
MS (ESI) 
Izračunano C18H24ClNNaO2 [M + Na]+ (m/z): 344,14 
Izmerjeno: 344,2 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.24 – 1.44 (m, 2.3H, cis + trans), 1.47 (s + s, 12H, cis 
+ trans), 1.59 – 1.83 (m, 1.6H, cis + trans), 1.92 – 1.99 (m, 1H, 
trans), 2.33 – 2.42 (m, 1H, trans), 2.44 – 2.84 (m, 3H, cis + trans), 
3.91 – 4.20 (m, 2.6H, cis + trans), 5.56 (dd, J = 11.6, 10.1 Hz, 
0.35H, cis), 6.08 (dd, J = 16.0, 7.0 Hz, 1H, trans), 6.52 (d, J = 11.6 
Hz, 0.35H, cis), 6.82 (d, J = 15.7 Hz, 1H, trans), 7.13 – 7.26 (m, 
2.7H, cis + trans), 7.30 – 7.440 (m, 1.35H, cis + trans), 7.49 (dd, J 
= 7.7, 1.8 Hz, 1H, trans) 
4.6.6. Sinteza terc-butil (E/Z)-3-(2-(kinolin-2-il)vinil)piperidin-1-karboksilata (20) 
Pri sintezi spojine 20 smo uporabili spojino 12 (2,58 g, 4,85 mmol, 1,1 ekv.), 1 M raztopino Na-
HDMS v THF (2,8 mL, 5,28 mmol, 1,2 ekv.) in spojino 3 (0,94 g, 4,40 mmol, 1 ekv.) po sinteznem 
postopku B. Produkt smo nato čistili s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo z mobilno fazo 
EA/Hex=1/5. Izbranim frakcijam smo uparili topilo in produkt sušili na vakuumski črpalki. Iz 
NMR je razvidno, da smo izolirali zmes cis in trans izomera, prisotne pa so bile še nečistote.  
Terc-butil (E/Z)-3-(2-(kinolin-2-il)vinil)piperidin-1-karboksilat (20) 
Izgled Oranžno rjavo olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (EA/Hex=1/5)= 0,26  
Izkoristek η = 12,7 % 
MS (ESI) 
Izračunano C21H27N2O2 [M + H]+ (m/z): 339,21 
Izmerjeno: 339,16 
4.7. SPLOŠNI POSTOPEK C: Redukcija dvojne vezi (katalitsko hidrogeniranje) 
 
Slika 14: Shema splošnega postopka redukcije dvojne vezi  
 
 
30 
 
Preglednica III: Seznam substituentov pri spojinah katalitskega hidrogeniranja 
Spojina R Spojina R 
21a 
 
24b 
 
22 
 
25 
 
23 
 
 
a S katalitskim hidrogeniranjem je poleg nasičenja dvojne vezi prišlo tudi do zamenjave CN substituenta na 
benzenovem obroču. b Kot katalizator smo uporabili Pd/BaSO4. 
Ustrezno izhodno spojino - alken smo raztopili v EtOH (100 mL) in zagotovili inertno atmosfero 
s prepihovanjem z Ar (g). Dodali smo katalitično količino Pd/C (10–20 %, w/w) in nato 
prepihovali s H2 (g) približno 24 ur. Po pretečenem času smo paladij na ogljiku odstranili z 
filtracijo preko stolpca Celita®, matičnici vakuumsko uparili topilo ter produkt sušili na vakuumski 
črpalki. 
4.7.1. Poskus sinteze terc-butil 3-(4-cianofenetil)piperidin-1-karboksilata (21)  
Iz spojine 13 (0,7 g, 2,24 mmol, 1 ekv.) smo izvedli reakcijo katalitskega hidrogeniranja po 
sinteznem postopku C. Iz NMR spektra smo ugotovili, da se je poleg dvojne vezi odstranila tudi 
ciano (CN) skupina in nam je na benzenovem obroču ostala le metilna skupina.  
Terc-butil 3-(4-metilfenetil)piperidin-1-karboksilat (21) 
Izgled Rumeno olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (PE/E=2/1)= 0,49 
Izkoristek η = 87,7 % 
MS (ESI) 
Izračunano C19H29NNaO2 [M + Na]+ (m/z): 326,21 
Izmerjeno: 326,3 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.04 – 1.17 (m, 1H), 1.37 – 1.57 (m, 13H), 1.58 – 
1.90 (m, 3H), 2.31 (s, 3H), 2.60 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.78 (t, J = 
12.2 Hz, 1H), 3.87 – 4.11 (m, 2H), 7.05 – 7.12 (m, 4H) 
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4.7.2. Sinteza terc-butil 3-(2-fluorofenetil)piperidin-1-karboksilata (22)  
Iz spojine 16 (0,37 g, 1,2 mmol, 1 ekv.) smo izvedli reakcijo katalitskega hidrogeniranja po 
sinteznem postopku C.  
Terc-butil 3-(2-fluorofenetil)piperidin-1-karboksilat (22) 
Izgled Brezbarvno olje  
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (PE/E=9/1)= 0,27 
Izkoristek η = 92,1 % 
MS (ESI) 
Izračunano C18H26FNNaO2 [M + Na]+ (m/z): 330,18 
Izmerjeno: 330,2 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.08 – 1.21 (m, 1H), 1.37 – 1.67 (m, 5H), 1.46 (s, 
9H), 1.88 (bd, J = 13.0 Hz, 1H), 2.53 (bs, 1H), 2.67 (t, J = 7.7 
Hz, 2H), 2.79 (t, J = 12.3 Hz, 1H), 3.86 – 4.10 (m, 2H), 6.99 
(ddd, J = 9.5, 8.0, 1.3 Hz, 1H), 7.04 (td, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H), 
7.13 – 7.20 (m, 2H) 
4.7.3. Sinteza terc-butil 3-(2-cikloheksiletil)piperidin-1-karboksilata (23)  
Iz spojine 18 (0,15 g, 0,51 mmol, 1 ekv.) smo izvedli reakcijo katalitskega hidrogeniranja po 
sinteznem postopku C.  
Terc-butil 3-(2-cikloheksiletil)piperidin-1-karboksilat (23) 
Izgled / 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (PE/E=9/1)= 0,39 
Izkoristek η = 90,0 % 
4.7.4. Sinteza terc-butil 3-(2-klorofenetil)piperidin-1-karboksilata (24)  
Iz spojine 19 (0,12 g, 0,377 mmol, 1 ekv.) smo izvedli reakcijo katalitskega hidrogeniranja po 
sinteznem postopku C. Kot katalizator smo v prvem poskusu uporabili Pd/C in iz NMR spektra 
ugotovili, da se je produktu z benzenovega obroča odstranil klor. Reakcijo smo zato ponovili s 
Pd/CaCO3 in ugotovili, da se je tudi pod temi pogoji klor zamenjal z vodikom. V tretjem poskusu 
smo kot katalizator uporabili Pd/BaSO4, ki nam je dal želen produkt in v manjšem deležu (7 %) 
produkt, kjer je prišlo do substitucije klora z vodikom.  
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Terc-butil 3-(2-klorofenetil)piperidin-1-karboksilat (24) 
Izgled Brezbarvno olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (PE/E=9/1)= 0,14 
Izkoristek η = 74,6 % 
MS (ESI) 
Izračunano C20H29ClN2NaO2 [M+ CH3CN + Na]+ (m/z): 387,18 
Izmerjeno: 387,0 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1.08 – 1.19 (m, 1H), 1.28 – 1.48 (m, 5H), 1.38 (s, 9H), 
1.53 – 1.61 (m, 1H), 1.80 (bd, J = 12.9 Hz, 1H), 2.70 (t, J = 7.9 
Hz, 2H), 2.80 (ddd, J = 13.5, 10.8, 3.1 Hz, 1H), 3.67 – 3.88 (m, 
2H), 7.21 (td, J = 7.5, 2.0 Hz, 1H), 7.26 (td, J = 7.4, 1.6 Hz, 1H), 
7.33 (dd, J = 7.4, 1.9 Hz, 1H), 7.39 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H) 
4.7.5. Sinteza terc-butil 3-(2-(kinolin-2-il)etil)piperidin-1-karboksilata (25) 
Iz spojine 20 (0,26 g, 0,78 mmol, 1 ekv.) smo izvedli reakcijo katalitskega hidrogeniranja po 
sinteznem postopku C. Kot katalizator smo v prvem poskusu uporabili Pd/BaSO4 in iz NMR 
spektra ugotovili, da reakcija ni potekla. Reakcijo smo zato ponovili s Pd/C in ugotovili, da je 
reakcija potekla. Surov produkt, ki je vseboval še nečistote, smo brez predhodnega čiščenja 
uporabili v naslednji reakcijski stopnji. 
Terc-butil 3-(2-(kinolin-2-il)etil)piperidin-1-karboksilat (25) 
Izgled rumeno oranžno olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (EA/Hex=1/4)= 0,31 
Izkoristek η = 94,5 % 
MS (ESI) 
Izračunano C21H29N2O2 [M + H]+ (m/z): 341,22 
Izmerjeno: 341,34 
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4.8. SPLOŠNI POSTOPEK D: Odščita zaščitne skupine Boc 
 
Slika 15: Shema splošnega postopka odščite zaščitne skupine Boc  
Preglednica IV: Seznam substituentov pri produktih odščite 
Spojina R Spojina R 
26 
 
32 
 
27 
 
33 
 
28 
 
34 
 
29 
 
35 
 
30 
 
36 
 
31 
 
37 
 
 
Izhodni Boc zaščiten derivat (1 ekv.) smo raztopili v etanolu (100 mL) in ob mešanju na 
magnetnem mešalu dodali koncentrirano HCl (aq) (10 ekv.). Raztopino smo 2 uri mešali pod 
refluksom pri 80 °C. Nato smo vakuumsko uparili topilo in produkt sušili na vakuumski črpalki.  
4.8.1. Sinteza (E)-3-(4-cianostiril)piperidinijevega klorida (26)  
Po sinteznem postopku D smo uporabili spojino 13 (0,86 g, 2,75 mmol, 1 ekv.) in 37 % HCl (2,3 
mL, 27,5 mmol, 10 ekv.).  
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(E)-3-(4-Cianostiril)piperidinijev klorid (26) 
Izgled Beli kristali 
 
Tališče Ttal = 161,7–169,9 °C 
TLC Rf (DKM/MeOH)= 0,22 
Izkoristek η = 93,8 % 
MS (ESI) 
Izračunano C14H17N2 [M + H]+ (m/z): 213,14 
Izmerjeno: 213,1 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1.38 – 1.49 (m, 1H), 1.66 – 1.77 (m, 1H), 1.82 – 1.89 (m, 
2H), 2.59 – 2.69 (m, 1H), 2.72 – 2.85 (m, 2H), 3.23 (d, J = 12.2 Hz, 
1H), 3.29 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 6.45 (dd, J = 16.2, 6.6 Hz, 1H), 6.58 
(d, J = 16.2 Hz, 1H), 7.60 – 7.64 (m, 2H), 7.78 – 7.81 (m, 2H), 8.78 
– 8.86 (m, 1H), 8.95 (d, J = 9.5 Hz, 1H) 
4.8.2. Sinteza (Z)-3-(4-cianostiril)piperidinijevega klorida (27)  
Po sinteznem postopku D smo uporabili spojino 14 (0,32 g, 1,0 mmol, 1 ekv.) in 37 % HCl (0,8 
mL, 10,2 mmol, 10 ekv.).  
(Z)-3-(4-Cianostiril)piperidinijev klorid (27) 
Izgled Svetlo zelena oborina  
 
Tališče Ttal = 145,8–154,2 °C 
TLC Rf (DKM/MeOH=9/1)= 0,23 
Izkoristek η = 96,4 % 
MS (ESI) 
Izračunano C14H17N2 [M + H]+ (m/z): 213,14 
Izmerjeno: 213,2 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1.38 – 1.48 (m, 1H), 1.58 – 1.69 (m, 1H), 1.73 – 1.80 (m, 
2H), 2.73 – 2.82 (m 2H), 2.90 – 3.00 (m, 1H), 3.15 – 3.26 (m, 2H), 
5.60 (dd, J = 11.7, 10.2 Hz, 1H), 6.59 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 7.49 – 
7.51 (m, 2H), 7.83 – 7.86 (m, 2H), 8.54 – 8.63 (m, 1H), 8.85 (d, J = 
11.3 Hz, 1H) 
4.8.3. Sinteza 3-(4-metilfenetil)piperidinijevega klorida (28)  
Po sinteznem postopku D smo uporabili spojino 21 (0,59 g, 1,96 mmol, 1 ekv.) in 37 % HCl (1,6 
mL, 19,6 mmol, 10 ekv.).  
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3-(4-Metilfenetil)piperidinijev klorid (28) 
Izgled Rjava oborina 
 
Tališče Ttal = 130,8–138,7 °C 
TLC Rf (DKM/MeOH=9/1)= 0,21 
Izkoristek η = 91,1 % 
MS (ESI) 
Izračunano C14H22N [M + H]+ (m/z): 204,17 
Izmerjeno: 204,2 
4.8.4. Sinteza (E)-3-(2-fluorostiril)piperidinijevega klorida (29) 
Po sinteznem postopku D smo uporabili spojino 16 (0,35 g, 1,15 mmol, 1 ekv.) in 37 % HCl (0,95 
mL, 11,5 mmol, 10 ekv.).  
(E)-3-(2-Fluorostiril)piperidinijev klorid (29) 
Izgled Bela oborina 
 
Tališče Ttal = 160,4–170,5 °C 
TLC Rf (DKM/MeOH=9/1)= 0,19 
Izkoristek η = 97,5 % 
MS (ESI) 
Izračunano C13H17FN [M + H]+ (m/z): 206,13 
Izmerjeno: 206,2 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1.39 – 1.50 (m, 1H), 1.64 – 1.76 (m, 1H), 1.81 – 1.90 (m, 
2H), 2.56 – 2.64 (m, 1H), 2.74 – 2.86 (m, 2H), 3.23 (d, J = 12.5 Hz, 
1H), 3.30 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.30 (dd, J = 16.3, 6.9 Hz, 1H), 6.58 
(dd, J = 16.2, 1.2 Hz, 1H), 7.16 – 7.21 (m, 2H), 7.27 – 7.33 (m, 1H), 
7.58 (td, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 8.67 (bs, 1H), 8.84 (bs, 1H) 
4.8.5. Sinteza (E/Z)-3-(2-fluorostiril)piperidinijevega klorida (30)  
Po sinteznem postopku D smo uporabili spojino 15 – zmes cis in trans izomera (0,86 g, 2,8 mmol, 
1 ekv.) in 37 % HCl (2,3 mL, 28,0 mmol, 10 ekv.).  
(E/Z)-3-(2-Fluorostiril)piperidinijev klorid (30) 
Izgled Bela oborina 
 
Tališče Ttal = 139,7–150,8 °C 
TLC Rf (DKM/MeOH=9/1)= 0,23 
Izkoristek η = 89,5 % 
MS (ESI) 
Izračunano C13H17FN [M + H]+ (m/z): 206,13 
Izmerjeno: 206,1 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1.39 – 1.50 (m, 1H, cis + trans), 1.57 – 1.90 (m, 4.2H, cis 
+ trans), 2.60 – 2.63 (m, 1H, cis + trans), 2.74 – 2.85 (m, 2.8H, cis 
+ trans), 3.11 – 3.32 (m3.2H, cis + trans), 5.57 – 5.62 (m, 0.4H, cis), 
6.30 (dd, J = 16.3, 6.9 Hz, 1H, trans), 6.49 (d, J = 11.6 Hz, 0.4H, cis), 
6.58 (d, J = 16.1 Hz, 1H, trans), 7.16 – 7.39 (m, 4.2H, cis + trans), 
7.58 (td, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H, trans), 8.46 (bs, 0.4H, cis), 8.65 (bs, 1H, 
trans), 8.82 (bs, 1.4H, cis + trans) 
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4.8.6. Sinteza 3-(2-fluorofenetil)piperidinijevega klorida (31)  
Po sinteznem postopku D smo uporabili spojino 22 (0,32 g, 1,0 mmol, 1 ekv.) in 37 % HCl (0,86 
mL, 10,4 mmol, 10 ekv.).  
3-(2-Fluorofenetil)piperidinijev klorid (31) 
Izgled Bež oborina 
 
Tališče Ttal = 145,0–149,8 °C 
TLC Rf (DKM/MeOH=9/1)= 0,19 
Izkoristek η = 94,9 % 
MS (ESI) 
Izračunano C13H19FN [M + H]+ (m/z): 208,15 
Izmerjeno: 208,1 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1.10 – 1.20 (m, 1H), 1.40 – 1.56 (m, 2H), 1.57 – 1.68 (m, 
1H), 1.69 – 1.78 (m, 2H), 1.82 – 1.89 (m, 1H), 2.52 – 2.77 (m, 4H), 
3.18 (t, J = 14.4 Hz, 2H), 7.11 – 7.16 (m, 2H), 7.22 – 7.27 (m, 1H), 
7.31 (td, J = 7.6, 1.7 Hz, 1H), 8.83 – 8.92 (m, 1H), 9.15 (bs, 1H) 
4.8.7. Sinteza (E)-3-(2-cikloheksilvinil)piperidinijevega klorida (32)  
Po sinteznem postopku D smo uporabili spojino 18 (0,2 g, 0,7 mmol, 1 ekv.) in 37 % HCl (0,56 
mL, 6,8 mmol, 10 ekv.).  
(E)-3-(2-Cikloheksilvinil)piperidinijev klorid (32) 
Izgled Svetlo zelena oborina 
 
Tališče Ttal = 100,0–105,7 °C 
TLC Rf (DKM/MeOH=9/1)= 0,17 
Izkoristek η = 88,2 % 
MS (ESI) 
Izračunano C13H24N [M + H]+ (m/z): 194,19 
Izmerjeno: 194,2 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1.01 – 1.35 (m, 7H), 1.53 – 1.79 (m, 9H), 2.19 – 2.29 (m, 
1H), 2.57 – 2.63 (m, 1H), 2.69 – 2.78 (m, 1H), 3.00 (d, J = 11.6 Hz, 
1H), 3.20 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 4.99 – 5.04 (m, 1H), 5.28 (t, J = 10.2 
Hz, 1H), 8.44 (bs, 1H), 8.71 (bs, 1H) 
4.8.8. Sinteza 3-(2-cikloheksiletil)piperidinijevega klorida (33) 
Po sinteznem postopku D smo uporabili spojino 23 (0,2 g, 0,7 mmol, 1 ekv.) in 37 % HCl (0,57 
mL, 6,9 mmol, 10 ekv.).  
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3-(2-Cikloheksiletil)piperidinijev klorid (33) 
Izgled Bela oborina 
 
Tališče Ttal =157,8–167,9 °C 
TLC Rf (DKM/MeOH=9/1)= 0,19 
Izkoristek η = 90,2 % 
MS (ESI) 
Izračunano C13H26N [M + H]+ (m/z): 196,21 
Izmerjeno: 196,12 
1H-NMR  
(400 MHz, MeOD) 
δ ppm) = 0.86 – 0.95 (m, 2H), 1.12 – 1.35 (m, 9H), 1.62 – 1.77 (m, 7H), 
1.90 – 1.95 (m, 2H), 2.60 (t, J = 12.2 Hz, 1H), 2.88 (t, J = 12.6 Hz, 1H), 
3.29 – 3.35 (m, 3H) 
4.8.9. Sinteza (E/Z)-3-(2-klorostiril)piperidinijevega klorida (34)  
Po sinteznem postopku D smo uporabili spojino 19 (0,9 g, 0,6 mmol, 1 ekv.) in 37 % HCl (0,48 
mL, 5,9 mmol, 10 ekv.).  
(E/Z)-3-(2-Klorostiril)piperidinijev klorid (34) 
Izgled Svetlo zelena oborina 
 
Tališče Ttal = 130,2–134,4 °C 
TLC Rf (DKM/MeOH=9/1)= 0,17 
Izkoristek η = 94,9 % 
MS (ESI) 
Izračunano C13H17ClN [M + H]+ (m/z): 222,10 
Izmerjeno: 222,1 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1.40 – 1.51 (m, 1.4H, cis + trans), 1.66 – 1.77 (m, 1.4H, 
cis + trans), 1.81 – 1.92 (m, 2H, cis + trans), 2.60 – 2.65 (m, 2.4H, 
cis + trans), 2.71 – 2.86 (m, 2.4H, cis + trans), 3.11 (d, J = 10.0 Hz, 
0.4H, cis), 3.17 (d, J = 12.4 Hz, 0.4H, cis), 3.24 (d, J = 12.4 Hz, 1H, 
trans), 3.31 (d, J = 12.3 Hz, 1H, trans), 5.61 (dd, J = 11.5, 9.6 Hz, 
0.4H, cis), .6.28 (dd, J = 16.0, 6.9 Hz, 1H, trans), 6.55 (d, J = 11.5 
Hz, 0.4H, cis), 6.75 (dd, J = 16.2, 1.2 Hz, 1H, trans), 7.27 – 7.38 (m, 
2.8H, cis + trans), 7.45 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H, trans), 7.51 (dt, J = 
6.6, 1.5 Hz, 0.4H, cis), 7.66 (dd, J = 7.6, 1.9 Hz, 1H, trans), 8.42 (bs, 
0.4H, cis), 8.66 (bs, 1H, trans), 8.83 (s, 1H, cis + trans). 
4.8.10. Sinteza 3-(2-klorofenetil)piperidinijevega klorida (35)  
Po sinteznem postopku D smo uporabili spojino 24 (0,07 g, 0,2 mmol, 1 ekv.) in 37 % HCl (0,19 
mL, 2,2 mmol, 10 ekv.).  
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3-(2-Klorofenetil)piperidinijev klorid (35) 
Izgled Bela oborina 
 
Tališče Ttal = 96,7–99,9 °C 
TLC Rf (DKM/MeOH=9/1)= 0,18 
Izkoristek η = 93,4 % 
MS (ESI) 
Izračunano C13H19ClN [M + H]+ (m/z): 224,12 
Izmerjeno: 224,04 
1H-NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1.13 – 1.23 (m, 1H), 1.42 – 1.89 (m, 7H), 2.55 – 2.60 (m, 
1H), 2.66 – 2.75 (m, 2H), 3.18 – 3.26 (m, 2H), 7.23 (td, J = 7.5, 1.9 
Hz, 1H), 7.28 (td, J = 7.4, 1.6 Hz, 1H), 7.36 (dd, J = 7.5, 1.9 Hz, 
1H), 7.41 (dd, J = 7.7, 1.5 Hz, 1H), 8.53 (bs, 1H), 8.80 (bs, 1H) 
4.8.11. Sinteza (E)-3-(2-(kinolin-2-il)vinil)piperidinijevega klorida (36)  
Po sinteznem postopku D smo uporabili nečisto spojino 20 (0,26 g, 0,76 mmol, 1 ekv.) in 37 % 
HCl (0,63 mL, 7,6 mmol, 10 ekv.). Produkt je vseboval še nečistote (več kot 50 %). 
(E)-3-(2-(Kinolin-2-il)vinil)piperidinijev klorid (36) 
Izgled Oranžno rjavo olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (DKM/MeOH=9/1)= 0,11 
Izkoristek η = 86,4 % 
MS (ESI) 
Izračunano C16H19N2 [M + H]+ (m/z): 239,15 
Izmerjeno: 239,1 
4.8.12. Sinteza 3-(2-(kinolin-2-il)etil)piperidinijevega klorida (37)  
Po sinteznem postopku D smo uporabili nečisto izhodno spojino 25 (0,25 g, 0,73 mmol, 1 ekv.) in 
koncentrirano klorovodikovo kislino (0,61 mL, 7,3 mmol, 10 ekv.). Produkt je vseboval še 
nečistote (več kot 50 %). 
3-(2-(Kinolin-2-il)etil)piperidinijev klorid (37) 
Izgled Oranžno olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (DKM/MeOH=9/1)= 0,15 
Izkoristek η = 81,0 % 
MS (ESI) 
Izračunano C16H21N2 (M+H)+ (m/z): 241,17 
Izmerjeno: 241,1 
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4.9. SPLOŠNI POSTOPEK E: Sinteza končnih spojin - alkiliranje 
  
Slika 16: Shema splošnega sinteznega postopka E 
Preglednica V: Seznam substituentov produktov alkilacije 
Spojina R Spojina R 
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Piperidinijevo sol s HCl (1 ekv.) smo suspendirali v CH3CN (50–100 mL) in dodali K2CO3 (3 
ekv.), KI (1 ekv.) in predhodno sintetiziran 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on (1,5 ekv.). Suspenzijo 
smo pustili mešati pod refluksom (80 °C) 24 ur. Nato smo vakuumsko uparili hlapne komponente, 
ostanek pa raztopili v mešanici nasičene raztopine NaHCO3 (70 mL) in ekstrahirali z DKM (70 
mL). Organsko fazo smo nato sušili z nasičeno raztopino NaCl (40 mL), sušili z Na2SO4, filtrirali 
in topilo uparili pod znižanim tlakom. Surov produkt smo čistili po postopkih navedenih pri 
posameznih spojinah.  
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4.9.1. Sinteza (E)-4-(2-(1-(2-(2-oksopirolidin-1-il)etil)piperidin-3-il)vinil)benzonitrila (38)  
Za sintezo spojine 38 smo uporabili spojino 26 (0,74 g, 2,97 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (1,23 g, 8,9 
mmol, 3 ekv.), KI (0,49 g, 2,97 mmol, 1 ekv.) in 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on (0,86 g, 5,93 mmol, 
1,5 ekv.) po sinteznem postopku E. Surov produkt smo čistili najprej s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo z mobilno fazo DKM/MeOH=20/1. Produkt po koloni ni bil čist, zato smo čiščenje 
nadaljevali z reverznofazno kromatografijo (Isolera, Biotage, kolona: SNAP KP-C18-HS, MF=0,1 
% TFA(aq)/MeOH). Združili smo frakcije, ki so vsebovale produkt, jim vakuumsko uparili topilo 
in ostanek v buči resuspendirali z NaHCO3 (30 mL) ter ekstrahirali z DKM (50 mL). Organsko 
fazo smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (20 mL), sušili z Na2SO4, filtrirali ter topilo vakuumsko 
uparili. Produkt še vedno ni bil dovolj čist, zato smo ga ponovno čistili s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo, tokrat z mobilno fazo CHCl3/MeOH=30/1. Po koloni smo topilo vakuumsko 
uparili ter produkt sušili na vakuumski črpalki. 
(E)-4-(2-(1-(2-(2-Oksopirolidin-1-il)etil)piperidin-3-il)vinil)benzonitril (38) 
Izgled Oranžno olje  
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (CHCl3/MeOH=30/1)= 0,17 
Izkoristek η = 41,0 % 
HRMS (ESI) 
Izračunano za C20H26N3O [M + H]+ (m/z): 324,2070 
Izmerjeno: 324,2061 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.12 – 1.22 (m, 1H), 1.51 – 1.61 (m, 1H), 1.65 – 1.72 (m, 1H), 
1.75 – 1.81 (m, 1H), 1.88 – 2.02 (m, 4H), 2.32 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.37 – 
2.45 (m, 1H), 2.47 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.78 – 2.91 (m, 2H), 3.35 – 3.42 
(m, 4H), 6.23 (dd, J = 16.0, 7.0 Hz, 1H), 6.37 (dd, J = 16.1, 1.0 Hz, 1H), 
7.34 – 7.38 (m, 2H), 7.50 – 7.53 (m, 2H) 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,04; 24,87; 30,31; 30,99; 39,79; 39,92; 47,70; 53,81; 55,80; 
59,15; 110,15; 119,13; 126,53; 127,82; 132,36; 137,27; 142,15; 175,12 
HPLC tR = 3,030 min (čistost 97,26 % pri 220 nm) 
IR (ATR)  
2931, 1669, 1602, 1498, 1462, 1424, 1359, 1286, 1160, 1134, 970, 862, 
813, 775, 645, 556, 508 cm–1 
4.9.2. Sinteza (Z)-4-(2-(1-(2-(2-oksopirolidin-1-il)etil)piperidin-3-il)vinil)benzonitrila (39)  
Za sintezo spojine 39 smo uporabili spojino 27 (0,26 g, 1,06 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (0,44 g, 3,2 
mmol, 3 ekv.), KI (0,18 g, 1,06 mmol, 1 ekv.) in 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on (0,31 g, 1,59 mmol, 
1,5 ekv.) po sinteznem postopku E. Surov produkt smo čistili s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo z mobilno fazo DKM/MeOH=20/1. Po koloni smo topilo vakuumsko uparili ter 
produkt sušili na vakuumski črpalki. 
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(Z)-4-(2-(1-(2-(2-Oksopirolidin-1-il)etil)piperidin-3-il)vinil)benzonitril (39) 
Izgled Oranžno olje  
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (DKM/MeOH=20/1)= 0,15 
Izkoristek η = 44,9 % 
HRMS (ESI) 
Izračunano za C20H26N3O [M + H]+ (m/z): 324,2070 
Izmerjeno: 324,2061 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.07 – 1.20 (m, 1H), 1.46 – 1.57 (m, 1H), 1.62 – 1.72 (m, 2H), 
1.87 – 2.04 (m, 4H), 2.33 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.39 – 2.50 (m, 2H), 2.67 – 
2.81 (m, 3H), 3.29 – 3.45 (m, 4H), 5.60 (dd, J = 11.8, 10.2 Hz, 1H), 6.36 
(d, J = 11.8 Hz, 1H), 7.31 – 7.34 (m, 2H), 7.57 – 7.60 (m, 2H) 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 17,92; 24,66; 30,75; 30,88; 35,78; 39,74; 47,43; 53,66; 55,62; 
58,81; 109,97; 118,92; 127,35; 129,12; 132,00; 138,04; 142,10; 174,82 
HPLC tR = 3,027 min (čistost 99,14 % pri 220 nm) 
IR (ATR)  
2929, 1672, 1603, 1499, 1462, 1424, 1357, 1285, 1158, 1137, 1112, 947, 
855, 736, 646, 570, 508 cm–1 
4.9.3. Sinteza 1-(2-(3-(4-metilfenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (40)  
Za sintezo spojine 40 smo uporabili spojino 28 (0,56 g, 2,32 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (0,92 g, 6,9 
mmol, 3 ekv.), KI (0,38 g, 2,32 mmol, 1 ekv.) in 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on (0,64 g, 3,48 mmol, 
1,5 ekv.) po sinteznem postopku E. Surov produkt smo čistili s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo z mobilno fazo DKM/MeOH=20/1. Po koloni smo topilo vakuumsko uparili ter 
produkt sušili na vakuumski črpalki. 
1-(2-(3-(4-Metilfenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (40) 
Izgled Oranžno olje  
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (DKM/MeOH=20/1)= 0,12 
Izkoristek η = 51,0 % 
HRMS (ESI) 
Izračunano za C20H31N2O [M + H]+ (m/z): 315,2431 
Izmerjeno: 315,2423 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 0.83 – 0.93 (m, 1H), 1.38 – 1.56 (m, 4H), 1.57 – 1.76 (m, 3H), 
1.87– 1.98 (m, 3H), 2.27 (s, 3H), 2.31 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.42 (td, J = 
6.61.9 Hz, 2H), 2.51 – 2.60 (m, 2H), 2.80 (t, J = 13.2 Hz, 2H), 3.33 – 3.40 
(m, 4H), 7.00 – 7.05 (m, 4H) 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 17,90; 20,88; 25,23; 30,77; 30,86; 32,61; 35,70; 36,34; 39,91; 
47,60; 54,14; 55,93; 60,25; 128,04; 128,84; 134,84; 139,42; 174,75 
HPLC tR = 3,697 min (čistost 95,67 % pri 220 nm) 
IR (ATR)  
2926, 1675, 1514, 1493, 1430, 1363, 1311, 1283, 1230, 1142, 1117, 1040, 
904, 807, 731 cm–1 
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4.9.4. Sinteza (E)-1-(2-(3-(2-fluorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (41)  
Za sintezo spojine 41 smo uporabili spojino 29 (0,27 g, 1,12 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (0,46 g, 3,35 
mmol, 3 ekv.), KI (0,19 g, 1,12 mmol, 1 ekv.) in 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on (0,32 g, 1,68 mmol, 
1,5 ekv.) po sinteznem postopku E. Surov produkt smo čistili najprej s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo z mobilno fazo DKM/MeOH=20/1. Produkt po koloni še vedno ni bil čist, vseboval 
je še cis derivat, zato smo čiščenje nadaljevali z reverznofazno kromatografijo (Isolera, Biotage, 
kolona: SNAP KP-C18-HS, MF=0,1 % TFA(aq)/CH3CN). Združili smo frakcije, ki so vsebovale 
produkt, jim vakuumsko uparili topilo in ostanek v buči resuspendirali z NaHCO3 (20 mL) ter 
ekstrahirali z DKM (40 mL). Organsko fazo smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (20 mL), sušili 
z Na2SO4, filtrirali, topilo vakuumsko uparili ter produkt sušili na vakuumski črpalki. 
(E)-1-(2-(3-(2-Fluorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (41) 
Izgled Rumeno olje  
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (DKM/MeOH=20/1)= 0,19 
Izkoristek η = 50,1 % 
HRMS (ESI) 
Izračunano za C19H26FN2O [M + H]+ (m/z): 317,2024 
Izmerjeno: 317,2015 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.13 – 1.23 (m, 1H), 1.51 – 1.61 (m, 1H), 1.66 – 1.73 (m, 1H), 
1.77 – 1.83 (m, 1H), 1.89 – 2.01 (m, 4H), 2.33 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.36 – 
2.43 (m, 1H), 2.47 (td, J = 6.8, 2.0 Hz, 2H), 2.79 – 2.89 (m, 2H), 3.34 – 
3.44 (m, 4H), 6.18 (dd, J = 16.2, 7.2 Hz, 1H), 6.53 (dd, J = 16.2, 1.2 Hz, 
1H), 6.94 – 7.06 (m, 2H), 7.10 – 7.16 (m, 1H), 7.38 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 
1H) 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,08; 25,07; 30,56; 31,02; 40,04; 40,21; 47,82; 53,80; 56,05; 
59,65; 115,63 (d, JC,F = 22,1 Hz); 121,48 (d, JC,F = 3,7 Hz); 124,03 (d, 
JC,F = 3,5 Hz); 125,34 (d, JC,F = 12,2 Hz); 127,00 (d, JC,F = 3,9 Hz); 128,24 
(d, JC,F = 8,3 Hz); 135,80 (d, JC,F = 4,4 Hz); 160,01 (d, JC,F = 248,3 
Hz);174,97 
HPLC tR = 3,367 min (čistost 95,56 % pri 220 nm) 
IR (ATR)  
3427, 2929, 2797, 1673, 1577, 1487, 1450, 1360, 1286, 1226, 1159, 1132, 
1092, 1035, 970, 860, 757, 650, 573 cm–1 
4.9.5. Sinteza (Z)-1-(2-(3-(2-fluorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (42)  
Za sintezo spojine 42 smo uporabili spojino 30 (0,92 g, 3,80 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (1,58 g, 11,4 
mmol, 3 ekv.), KI (0,63 g, 3,80 mmol, 1 ekv.) in 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on (1,1 g, 5,70 mmol, 
1,5 ekv.) po sinteznem postopku E. Surov produkt smo čistili najprej s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo z mobilno fazo DKM/MeOH=20/1. Produkt po koloni ni bil čist, zato smo čiščenje 
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nadaljevali z reverznofazno kromatografijo (Isolera, Biotage, kolona: SNAP KP-C18-HS, MF=0,1 
% TFA(aq)/ CH3CN). Združili smo frakcije, ki so vsebovale produkt, jim vakuumsko uparili topilo 
in ostanek v buči resuspendirali z NaHCO3 (30 mL) ter ekstrahirali z DKM (50 mL). Organsko 
fazo smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (20 mL), sušili z Na2SO4, filtrirali ter topilo vakuumsko 
uparili. Cis izomera nam še vedno ni uspelo izolirati, zato smo nečist produkt ponovno čistili s 
kolonsko adsorpcijsko kromatografijo, tokrat z mobilno fazo CHCl3/MeOH=30/1. Po koloni smo 
topilo vakuumsko uparili ter produkt sušili na vakuumski črpalki. 
(Z)-1-(2-(3-(2-Fluorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (42) 
Izgled Oranžno olje  
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (CHCl3/MeOH=30/1)= 0,17 
Izkoristek η = 0,5 % 
HRMS (ESI) 
Izračunano za C19H26FN2O (M+H)+ (m/z): 317,2024 
Izmerjeno: 317,2015 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.11 – 1.20 (m, 1H), 1.46 – 1.56 (m, 1H), 1.63 – 1.75 (m, 2H), 
1.89 – 2.04 (m, 4H), 2.35 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.46 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.61 
– 2.71 (m, 1H), 2.76 – 2.84 (m, 2H), 3.33 – 3.43 (m, 4H), 5.60 (dd, J = 
11.6, 10.2 Hz, 1H), 6.39 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 7.03 (ddd, J = 9.7, 8.1, 1.3 
Hz, 1H), 7.09 (td, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H), 7.19 – 7.23 (m, 1H), 7.26 (td, J = 
7.5, 1.8 Hz, 1H) 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,18; 24,97; 30,99; 31,11; 36,31; 40,13; 47,90; 53,84; 56,06; 
59,42; 115,51 (d, JC,F = 22,3 Hz); 121,68 (d, JC,F = 3,2 Hz); 123,87 (d, 
JC,F = 3,7 Hz); 125,28 (d, JC,F = 14,6 Hz); 128,65 (d, JC,F = 8,1 Hz); 130,48 
(d, JC,F = 3,6 Hz); 137,25; 160,18 (d, JC,F = 246,6 Hz); 175,06 
HPLC tR = 3,273 min (čistost 98,12 % pri 220 nm) 
IR (ATR)  
2928, 2844, 2800, 1679, 1573, 1485, 1449, 1358, 1285, 1223, 1158, 1095, 
945, 833, 762, 664, 575, 519 cm–1 
4.9.6. Sinteza 1-(2-(3-(2-fluorofenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (43) 
Za sintezo spojine 43 smo uporabili spojino 31 (0,26 g, 1,06 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (0,44 g, 3,18 
mmol, 3 ekv.), KI (0,18 g, 1,06 mmol, 1 ekv.) in 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on (0,31 g, 1,59 mmol, 
1,5 ekv.) po sinteznem postopku E. Surov produkt smo čistili s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo z mobilno fazo DKM/MeOH=15/1. Po koloni smo topilo vakuumsko uparili ter 
produkt sušili na vakuumski črpalki. 
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1-(2-(3-(2-Fluorofenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (43) 
Izgled Rumeno olje  
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (DKM/MeOH=15/1)= 0,16 
Izkoristek η = 46,0 % 
HRMS (ESI) 
Izračunano za C19H28FN2O [M + H]+ (m/z): 319,2180 
Izmerjeno: 319,2172 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 0.83 – 0.93 (m, 1H), 1.40 – 1.55 (m, 4H), 1.57 – 1.77 (m, 3H), 
1.88 – 1.98 (m, 3H), 2.31 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.42 (td, J = 6.7, 2.1 Hz, 
2H), 2.55 – 2.63 (m, 2H), 2.76 – 2.85 (m, 2H), 3.36 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 
3.39 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 6.93 (ddd, J = 9.5, 8.0, 1.3 Hz, 1H), 6.99 (td, J = 
7.4, 1.3 Hz, 1H), 7.07 – 7.14 (m, 2H) 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,01; 25,29; 26,30; 26,32; 30,76; 30,97; 34,88; 35,86; 40,02; 
47,72; 54,21; 56,03; 60,25; 115,11 (d, JC,F = 22,3 Hz); 123,90 (d, JC,F = 
3,5 Hz); 127,34 (d, JC,F = 8,1 Hz); 129,35 (d, JC,F = 16,0 Hz); 130,45 (d, 
JC,F = 5,2 Hz); 161,05 (d, JC,F = 244,3 Hz);174,90 
HPLC tR = 3,360 min (čistost 95,40 % pri 220 nm) 
IR (ATR)  
2925, 1998, 1676, 1582, 1491, 1442, 1360, 1285, 1226, 1158, 1118, 1087, 
1033, 935, 850, 757, 648, 562 cm–1 
4.9.7. Sinteza (E)-1-(2-(3-(2-cikloheksilvinil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (44)  
Za sintezo spojine 44 smo uporabili spojino 32 (0,26 g, 1,13 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (0,47 g, 3,38 
mmol, 3 ekv.), KI (0,19 g, 1,13 mmol, 1 ekv.) in 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on (0,33 g, 1,7 mmol, 
1,5 ekv.) po sinteznem postopku E. Surov produkt smo čistili najprej s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo z mobilno fazo DKM/MeOH=20/1. Produkt po koloni ni bil čist, zato smo čiščenje 
nadaljevali z reverznofazno kromatografijo (Isolera, Biotage, kolona: SNAP KP-C18-HS, MF=0,1 
% TFA(aq)/ CH3CN). Združili smo frakcije, ki so vsebovale produkt, jim vakuumsko uparili topilo 
in ostanek v buči resuspendirali z NaHCO3 (30 mL) ter ekstrahirali z DKM (50 mL). Organsko 
fazo smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (20 mL), sušili z Na2SO4, filtrirali ter topilo vakuumsko 
uparili. Produkt še vedno ni bil čist, zato smo ga ponovno čistili s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo, tokrat z mobilno fazo CHCl3/MeOH=50/1. Po koloni smo topilo vakuumsko 
uparili ter produkt sušili na vakuumski črpalki. 
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(E)-1-(2-(3-(2-Cikloheksilvinil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (44) 
Izgled Oranžna oborina 
 
Tališče Ttal = 45,7–48,1 °C 
TLC Rf (CHCl3/MeOH=50/1)= 0,12 
Izkoristek η = 19,0 % 
HRMS (ESI) 
Izračunano za C19H33N2O [M + H]+ (m/z): 305,2587 
Izmerjeno: 305,2580 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.00 – 1.33 (m, 6H), 1.56 – 1.68 (m, 8H), 1.79 (t, J = 10.7 Hz, 
1H), 1.92 – 2.05 (m, 3H), 2.22 – 2.32 (m, 1H), 2.37 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 
2.42 – 2.57 (m, 3H), 2.68 – 2.74 (m, 1H), 2.85 (bd, J = 11.0 Hz, 1H), 3.40 
– 3.47 (m, 4H), 5.04 (t, J = 10.1 Hz, 1H), 5.19 (dd, J = 10.7, 9.6 Hz, 1H) 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,10; 25,12; 25,98; 26,06; 31,02; 31,46; 33,70; 33,77; 35,41; 
36,81; 40,09; 47,87; 53,65; 55,90; 60,18; 130,23; 136,63; 175,06 
HPLC tR = 3,873 min (čistost 94,45 % pri 220 nm) 
IR (ATR)  
2922, 2844, 2797, 1669, 1495, 1446, 1434, 1380, 1287, 1157, 1137, 1082, 
953, 890, 875, 745 cm–1 
4.9.8. Sinteza 1-(2-(3-(2-cikloheksiletil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (45)  
Za sintezo spojine 45 smo uporabili spojino 33 (0,14 g, 0,60 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (0,25 g, 1,81 
mmol, 3 ekv.), KI (0,10 g, 0,60 mmol, 1 ekv.) in 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on (0,17 g, 0,91 mmol, 
1,5 ekv.) po sinteznem postopku E. Surov produkt smo čistili najprej s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo z mobilno fazo DKM/MeOH=20/1. Produkt po koloni ni bil čist, zato smo čiščenje 
.nadaljevali z reverznofazno kromatografijo (Isolera, Biotage, kolona: SNAP KP-C18-HS, 
MF=0,1 % TFA(aq)/ CH3CN). Izbranim frakcijam smo vakuumsko uparili topilo in ostanek 
resuspendirali z NaHCO3 (20 mL) ter ekstrahirali z DKM (50 mL). Organsko fazo smo sprali z 
nasičeno raztopino NaCl (20 mL), sušili z Na2SO4, filtrirali, topilo vakuumsko uparili ter produkt 
sušili na vakuumski črpalki.  
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1-(2-(3-(2-Cikloheksiletil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (45) 
Izgled Rumeno olje  
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (DKM/MeOH=20/1)= 0,07 
Izkoristek η = 9,1 % 
HRMS (ESI) 
Izračunano za C19H35N2O [M + H]+ (m/z): 307,2744 
Izmerjeno: 307,2734 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 0.78 – 0.90 (m, 3H), 1.10 – 1.22 (m, 8H), 1.42 – 1.54 (m, 2H), 
1.59 – 1.74 (m, 8H), 1.88 – 1.94 (m, 1H), 1.97 – 2.03 (m, 2H), 2.36 (t, J 
= 8.1 Hz, 2H), 2.39 – 2.50 (m, 2H), 2.78 – 2.87 (m, 2H), 3.39 – 3.45 (m, 
4H) 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,17; 25,61; 26,57; 26,88; 31,13; 31,15; 31,88; 33,52; 33,59; 
34,72; 36,59; 38,03; 40,24; 47,90; 54,45; 56,20; 60,82; 175,06 
HPLC tR = 4,220 min (čistost 96,30 % pri 220 nm) 
IR (ATR)  
2917, 2848, 1684, 1493, 1462, 1444, 1424, 1361, 1284, 1160, 1136, 1080, 
888, 776, 648, 573, 517 cm–1 
4.9.9. Sinteza (E/Z)-1-(2-(3-(2-klorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (46, 47)  
Za sintezo spojin 46 in 47 smo uporabili spojino 34 (0,18 g, 0,68 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (0,28 g, 
2,05 mmol, 3 ekv.), KI (0,11 g, 0,68 mmol, 1 ekv.) in 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on (0,19 g, 1,03 
mmol, 1,5 ekv.) po sinteznem postopku E. Surov produkt smo čistili najprej s kolonsko 
adsorpcijsko kromatografijo z mobilno fazo DKM/MeOH=20/1. Ker so različne frakcije glede na 
NMR spektre vsebovale različna razmerja cis in trans izomerov, smo tokrat izvedli dve ločeni 
koloni z mobilno fazo CHCl3/MeOH=50/1, in sicer smo za vsako kolono ločeno združili frakcije 
z večjo vsebnostjo določenega izomera. Iz kolone, pri kateri smo uporabili frakcije z večjo 
vsebnostjo cis izomera, smo uspeli izolirati čist cis izomer. Pri koloni iz frakcij s prevladujočo 
vsebnostjo trans izomera pa nam ni uspelo popolnoma odstraniti cis izomera, zato smo združili 
frakcije in izvedli še reverznofazno kromatografijo (Isolera, Biotage, kolona: SNAP KP-C18-HS, 
MF=0,1 % TFA(aq)/CH3CN). Zbranim frakcijam smo vakuumsko uparili topilo in ostanek 
resuspendirali z NaHCO3 (20 mL) ter ekstrahirali z DKM (2 × 50 mL). Organsko fazo smo sprali 
z nasičeno raztopino NaCl (30 mL), sušili z Na2SO4, filtrirali, topilo vakuumsko uparili ter produkt 
sušili na vakuumski črpalki.  
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(E)-1-(2-(3-(2-Klorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (46) 
Izgled Oranžno olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (CHCl3/MeOH=50/1)= 0,10 
Izkoristek η = 34,7 % 
HRMS (ESI) 
Izračunano za C19H26ClN2O [M + H]+ (m/z): 333,1728 
Izmerjeno: 333,1720 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.16 – 1.26 (m, 1H), 1.53 – 1.64 (m, 1H), 1.68 – 1.75 (m, 1H), 
1.81 – 1.87 (m, 1H), 1.92 – 2.03 (m, 4H), 2.35 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.40 – 
2.54 (m, 3H), 2.81 – 2.92 (m, 2H), 3.40 – 3.46 (m, 4H), 6.10 (dd, J = 16.0, 
7.2 Hz, 1H), 6.77 (dd, J = 16.0, 1.3 Hz, 1H), 7.12 (td, J = 7.6, 1.8 Hz, 1H), 
7.18 (td, J = 7.5, 1.5 Hz, 1H), 7.31 (dd, J = 7.8, 1.5 Hz, 1H), 7.47 (dd, J = 
7.7, 1.8 Hz, 1H) 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,07; 24,98; 30,52; 31,02; 39,93; 40,04; 47,84; 53,76; 55,98; 
59,63; 125,46; 126,59; 126,80; 128,12; 129,62; 132,74; 135,68; 135,99; 
175,10 
HPLC tR = 3,657 min (čistost 98,99 % pri 220 nm) 
IR (ATR)  
2929, 2776, 1678, 1493, 1466, 1437, 1360, 1284, 1159, 1115, 1082, 1034, 
967, 753, 696, 579 cm–1 
(Z)-1-(2-(3-(2-Klorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (47) 
Izgled Oranžno olje  
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (CHCl3/MeOH=50/1)= 0,15 
Izkoristek η = 3,1 % 
HRMS (ESI) 
Izračunano za C19H26ClN2O [M + H]+ (m/z): 333,1728 
Izmerjeno: 333,1719 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.12 – 1.21 (m, 1H), 1.49 – 1.59 (m, 1H), 1.65 – 1.73 (s, 2H), 
1.93 – 2.07 (m, 4H), 2.35 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 2.47 – 2.54 (s, 2H), 2.63 – 
2.73 (m, 1H), 2.78 – 2.89 (m, 2H), 3.38 – 3.43 (m, 4H), 5.58 (dd, J = 11.6, 
10.2 Hz, 1H), 6.48 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 7.18 (td, J = 7.4, 2.0 Hz, 1H), 
.7.23 (td, J = 7.5, 1.7 Hz, 1H), 7.28 (dd, J = 7.5, 2.0 Hz, 1H), 7.37 (dd, J 
= 7.7, 1.5 Hz, 1H) 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,17; 24,70; 30,89; 31,08; 35,69; 39,92; 47,88; 53,72; 55,82; 
59,22; 126,67; 126,80; 128,37; 129,46; 130,44; 133,60; 135,92; 136,01; 
175,18 
HPLC tR = 3,610 min (čistost 100,0 % pri 220 nm) 
IR (ATR)  
2930, 2799, 1676, 1493, 1463, 1434, 1358, 1285, 1158, 1113, 1048, 946, 
805, 768, 734, 656, 573, 529 cm–1 
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4.9.10. Sinteza 1-(2-(3-(2-klorofenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (48)  
Za sintezo spojine 48 smo uporabili spojino 35 (0,06 g, 0,23 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (0,095 g, 0,69 
mmol, 3 ekv.), KI (0,04 g, 0,23 mmol, 1 ekv.) in 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on (0,66 g, 0,35 mmol, 
1,5 ekv.) po sinteznem postopku E. Surov produkt smo čistili najprej s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo z mobilno fazo DKM/MeOH=20/1. Produkt po koloni ni bil čist, saj je vseboval 
določen del derivata produkta (cca 8 %), kjer je prišlo do substitucije klora z vodikom (stranski 
produkt iz reakcije katalitskega hidrogeniranja dvojne vezi). Zato smo izvedli še kolono z mobilno 
fazo CHCl3/MeOH=30/1. Topilo smo po koloni vakuumsko uparili ter produkt sušili na 
vakuumski črpalki. Končni produkt je kljub dodatnemu čiščenju še vedno vseboval ⁓ 7% nečistote 
(produkt brez klor substituenta).  
1-(2-(3-(2-Klorofenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (48) 
Izgled Rumeno olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (CHCl3/MeOH=30/1)= 0,17 
Izkoristek η = 68,6 % 
HRMS (ESI) 
Izračunano za C19H28ClN2O [M + H]+ (m/z): 335,1885 
Izmerjeno: 335,1873 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 0.89 – 0.99 (m, 1H), 1.43 – 1.69 (m, 5H), 1.73 (t, J = 10.4 Hz, 
1H), 1.78 – 1.84 (m, 1H), 1.91 – 2.04 (m, 3H), 2.35 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 
2.41 – 2.52 (m, 2H), 2.65 – 2.78 (m, 2H), 2.81 – 2.90 (m, 2H), 3.39 – 3.45 
(m, 4H), 7.08 – 7.12 (m, 1H), 7.14 – 7.20 (m, 2H), 7.31 (dd, J = 7.8, 1.4 
Hz, 1H) 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,13; 25,44; 30,91; 31,09; 31,11; 34,70; 36,20; 40,19; 47,85; 
54,30; 56,15; 60,47; 126,86; 127,27; 129,53; 130,31; 133,89; 140,33; 
175,05 
HPLC tR = 3,653 min (čistost 98,06 % pri 220 nm) 
IR (ATR)  
2925, 2800, 1678, 1493, 1462, 1439, 1360, 1285, 1158, 1130, 1076, 1050, 
1033, 926, 858, 753, 679, 575, 517 cm–1 
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4.9.11. Sinteza (E)-1-(2-(3-(2-(kinolin-2-il)vinil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (49)  
Za sintezo spojine 49 smo uporabili spojino 36 (0,38 g, 1,38 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (0,57 g, 4,14 
mmol, 3 ekv.), KI (0,23 g, 1,38 mmol, 1 ekv.) in 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on (0,39 g, 2,07 mmol, 
1,5 ekv.) po sinteznem postopku E. Surov produkt smo čistili s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo z mobilno fazo DKM/MeOH=20/1. Po koloni smo topilo vakuumsko uparili ter 
produkt sušili na vakuumski črpalki. 
(E)-1-(2-(3-(2-(Kinolin-2-il)vinil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (49) 
Izgled Oker oranžno olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (DKM/MeOH=20/1)= 0,08 
Izkoristek η = 18,0 % 
HRMS (ESI) 
Izračunano za C22H28N3O [M + H]+ (m/z): 350,2227 
Izmerjeno: 350,2216 
1H-NMR  
(400 MHz, MeOD) 
δ (ppm) = 1.28 – 1.40 (m, 1H), 1.62 – 1.73 (m, 1H), 1.77 – 1.84 (m, 1H), 
1.90 – 1.95 (m, 1H), 2.00 – 2.14 (m, 4H), 2.37 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.52 – 
2.61 (m, 3H), 2.91 – 2.97 (m, 1H), 3.06 (bd, J = 11.1 Hz, 1H), 3.47 (t, J 
= 6.8 Hz, 2H), 3.52 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 6.74 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 6.82 
(dd, J = 16.2, 6.6 Hz, 1H), 7.54 (ddd, J = 8.1, 6.9, 1.2 Hz, 1H), 7.70 – 7.74 
(m, 2H), 7.86 – 7.88 (m, 1H), 7.95 – 7.98 (m, 1H), 8.25 (d, J = 8.6 Hz, 
1H) 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,10; 25,07; 30,29; 31,05; 39,77; 40,07; 47,86; 53,90; 56,04; 
59,38; 118,79; 126,03; 127,27; 127,52; 129,15; 129,65; 130,31; 136,33; 
139,78; 148,09; 156,34; 175,11 
HPLC tR = 2,047 min (čistost 94,88 % pri 220 nm) 
IR (ATR)  
2929, 2800, 1676, 1615, 1595, 1555, 1502, 1461, 1425, 1360, 1285, 1159, 
1139, 1117, 1082, 1043, 972, 925, 853, 818, 753, 645, 619, 576 cm–1 
4.9.12. Sinteza 1-(2-(3-(2-(kinolin-2-il)etil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (50) 
Za sintezo spojine 50 smo uporabili spojino 37 (0,37 g, 1,33 mmol, 1 ekv.), K2CO3 (0,55 g, 3,99 
mmol, 3 ekv.), KI (0,22 g, 1,33 mmol, 1 ekv.) in 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on (0,38 g, 1,99 mmol, 
1,5 ekv.) po sinteznem postopku E. Surov produkt smo čistili s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo z mobilno fazo DKM/MeOH=20/1.  
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1-(2-(3-(2-(Kinolin-2-il)etil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (50) 
Izgled Oker oranžno olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (DKM/MeOH=20/1)= 0,24 
Izkoristek η = 13,9 % 
HRMS (ESI) 
Izračunano za C22H30N3O [M + H]+ (m/z): 352,2383 
Izmerjeno: 352,2372 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 0.91 – 1.01 (m, 1H), 1.44 – 1.56 (m, 1H), 1.57 – 1.78 (m, 5H), 
1.79 – 1.85 (m, 1H), 1.92 – 2.00 (m, 3H), 2.34 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.45 (t, 
J = 6.9 Hz, 2H), 2.79 – 2.84 (m, 1H), 2.90 – 2.94 (m, 1H), 2.95 – 3.02 (m, 
2H), 3.38 – 3.42 (m, 4H), 7.28 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.47 (ddd, J = 8.1, 6.9, 
1.2 Hz, 1H), 7.66 (ddd, J = 8.4, 6.9, 1.5 Hz, 1H), 7.76 (dd, J = 8.1, 1.4 Hz, 
1H), 8.02 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.05 (d, J = 8.5 Hz, 1H) 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,09; 25,42; 30,92; 31,07; 34,61; 36,24; 36,74; 40,11; 47,83; 
54,33; 56,11; 60,34; 121,37; 125,77; 126,80; 127,57; 128,84; 129,43; 
136,38; 147,95; 162,91; 175,04 
HPLC tR = 1,957 min (čistost 96,40 % pri 220 nm) 
IR (ATR)  
2923, 2844, 1675, 1619, 1599, 1562, 1502, 1439, 1425, 1360, 1286, 1139, 
1114, 1078, 924, 829, 756, 731, 645, 620 cm–1 
4.10. SPLOŠNI POSTOPEK F: Sinteza amida  
 
Slika 17: Shema splošnega sinteznega postopka F 
Izhodni spojini (1 ekv.) smo dodali K2CO3 (2 ekv.), 30 % raztopino H2O2 (2 ekv.) in DMSO (5 
mL) ter mešali na sobni temperaturi 24 ur. Po pretečenem času smo iz reakcijske zmesi vakuumsko 
uparili topilo. Ostanek v bučki smo resuspendirali v prečiščeni vodi (50 mL) in ekstrahirali z etil 
acetatom (3 × 50 mL). Združene organske faze smo sušili z Na2SO4, filtrirali ter uparili topilo.  
4.10.1. Sinteza (E)-4-(2-(1-(2-(2-oksopirolidin-1-il)etil)piperidin-3-il)vinil)benzamida (51)   
Spojino 51 smo sintetizirali po splošnem postopku F iz spojine 38 (0,21 g, 0,66 mmol, 1 ekv.), 
K2CO3 (0,18 g, 1,32 mmol, 2 ekv.), 30 % raztopine H2O2 (0,13 mL, 1,32 mmol, 2 ekv.) in DMSO 
(5 mL) po sinteznem postopku F. Ker nam z ekstrakcijo ni uspelo odstraniti vseh nečistot, smo 
čiščenje nadaljevali z adsorpcijsko kolonsko kromatografijo. Kot mobilno fazo smo najprej 
uporabili čisti DKM (100 mL), da smo odstranili ostanke DMSO, nato pa DKM/MeOH=9/1.  
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(E)-4-(2-(1-(2-(2-Oksopirolidin-1-il)etil)piperidin-3-il)vinil)benzamid (51) 
Izgled Oranžno olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (DKM/MeOH=9/1)= 0,22 
Izkoristek η = 43,4 % 
HRMS (ESI) 
Izračunano za C20H28N3O2 [M + H]+ (m/z): 342,2176 
Izmerjeno: 342,2167 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.12 – 1.22 (m, 1H), 1.51 – 1.61 (m, 1H), 1.66 – 1.72 (m, 1H), 
1.76 – 1.82 (m, 1H), 1.88 – 2.02 (m, 4H), 2.33 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.35 – 
2.44 (m, 1H), 2.47 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.79 – 2.83 (m, 1H), 2.87 (dd, J = 
11.0, 3.5 Hz, 1H), 3.37 – 3.43 (m, 4H), 6.20 (dd, J = 16.0, 7.1 Hz, 1H), 
6.21 (bs, 1H), 6.39 (dd, J = 16.1, 1.1 Hz, 1H), 6.50 (bs, 1H), 7.33 – 7.36 
(m, 2H), 7.72 – 7.75 (m, 2H) 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,07; 25,03; 30,50; 31,03; 39,86; 40,05; 47,79; 53,86; 55,93; 
59,47; 126,09; 127,83; 128,28; 131,75; 135,64; 141,26; 169,40; 175,15  
HPLC tR = 2,153 min (čistost 96,08 % pri 220 nm) 
IR (ATR)  
3356, 2932, 1652, 1610, 1559, 1495, 1465, 1431, 1415, 1385, 1290, 1160, 
1165, 1033, 971, 868, 764, 628 cm–1 
4.10.2. Sinteza (Z)-4-(2-(1-(2-(2-oksopirolidin-1-il)etil)piperidin-3-il)vinil)benzamida (52)  
Spojini 39 (0,091 g, 0,28 mmol, 1 ekv.) smo dodali K2CO3 (0,078 g, 0,56 mmol, 2 ekv.), 30 % 
raztopino H2O2 (0,06 mL, 0,56 mmol, 2 ekv.) in DMSO (5mL) po sinteznem postopku F. Ker 
produkt pri ekstrakciji ni šel v organsko fazo, smo vodno in organsko fazo združili in vakuumsko 
uparili topilo ter čiščenje izvedli s kolonsko kromatografijo (MF: 1. DKM; 2. DKM/MeOH=9/1).  
(Z)-4-(2-(1-(2-(2-Oksopirolidin-1-il)etil)piperidin-3-il)vinil)benzamid (52) 
Izgled Brezbarvno olje 
 
Tališče Ttal = / 
TLC Rf (DKM/MeOH=9/1)= 0,32 
Izkoristek η = 72,8 % 
HRMS (ESI) 
Izračunano za C20H28N3O2 [M + H]+ (m/z): 342,2176 
Izmerjeno: 342,2167 
1H-NMR  
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.11 – 1.21 (m, 1H), 1.49 – 1.60 (m, 1H), 1.63 – 1.76 (m, 2H), 
1.89 – 2.06 (m, 4H), 2.34 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.48 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.77 
– 2.86 (m, 3H), 3.33 – 3.45 (m, 4H), 5.53 (dd, J = 11.8, 9.8 Hz, 1H), 6.03 
(bs, 1H), 6.40 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 6.48 (s, 1H), 7.30 – 7.32 (m, 2H), 7.76 
– 7.79 (m, 2H) 
13C-NMR  
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,10; 24,79; 31,01; 31,07; 35,78; 40,00; 47,74; 53,85; 55,78; 
59,13; 127,61; 128,39; 128,79; 131,64; 136,74; 141,28; 169,38; 175,26 
HPLC tR = 2,290 min (čistost 99,01 % pri 220 nm) 
IR (ATR)  
3349, 3195, 2933, 1653, 1611, 1556, 1494, 1465, 1383, 1288, 1158, 1137, 
1114, 918, 865, 788, 727, 644, 563 cm–1 
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1. KOMENTAR SINTEZNEGA POSTOPKA 
Sintezo spojin smo začeli z uvedbo zaščitne skupine terc-butil karbamat na piperidinski dušik 
piperidin-3-karboksilne kisline. Tako smo z nukleofilno substitucijo iz amina tvorili ester 
karbaminske kisline, ki se odstranjuje pri milih pogojih z acidolizo ter je obstojen v širokem 
območju pH in pri katalitskem hidrogeniranju. Z uvedbo karbamata smo zmanjšali nukleofilnost 
amina. Posledično smo zmanjšali možnost nastanka stranskih produktov v naslednji sintezni 
stopnji, saj smo želeli reakcijo selektivno nadaljevati na karboksilni skupini izhodne spojine. 
Čiščenje produkta s kolonsko kromatografijo v tej stopnji nismo izvedli, glede na NMR analizo pa 
je bilo jasno razvidno, da smo dobili želeno spojino 1. Sintezo smo nadaljevali s pretvorbo 
karboksilne skupine spojine 1 v Weinrebov amid, tega pa smo reducirali do aldehida. Tvorbo 
amidne vezi smo izvedli s pomočjo sklopitvenega reagenta TBTU. Ta naredi ogljik karboksilne 
skupine bolj elektrofilen in s tem olajša nastanek amidne vezi z N,O-dimetilhidroksilaminijevim 
kloridom. Nastali Weinrebov amid smo nato z LiAlH4 reducirali do aldehida. Ker močno 
nukleofilen reducent burno reagira z vodo, smo reakcijo izvajali v brezvodnem topilu (THF) in 
inertni atmosferi. Reakcija poteka preko stabilnega reakcijskega intermediata Weinrebovega 
amida. To onemogoči potek redukcije naprej do alkohola, saj aldehid nastane šele z razpadom 
intermediata ob dodatku raztopine NaHCO3 (40). V naslednji fazi smo pripravili Wittigove 
reagente, s katerimi smo nadalje izvedli Wittigovo reakcijo. 2-Metilkinolin smo morali pred 
pripravo Wittigovega reagenta predhodno derivatizirati, saj smo potrebovali za reakcijo ustrezen 
alkil halogenid. 2-Metilkinolin smo jodirali z uporabo elementarnega joda ter bakra kot 
katalizatorja. Wittigovi reagenti so fosfonijevi ilidi (fosfonijeve soli), ki se uporabljajo za tvorbo 
vezi ogljik-ogljik (ang. C-C coupling). Med trifenilfosfinom in alkil halogenidom pri povišani 
temperaturi (90 °C) poteče nukleofilna substitucija. Nastale trifenilfosfonijeve soli smo uporabili 
v Wittigovi reakciji (Slika 18).  
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Slika 18: Shema Wittigove reakcije z betainom. Prirejeno po: (41). 
Ob dodatku baze Na-HDMS, ki odcepi proton iz metilenskega dela Wittigovega reagenta, in 
aldehida 3 smo pri tej reakciji pripravili alkene. Pri reakciji smo dobili zmesi cis in trans izomerov, 
ki smo jih ločevali s kolonsko kromatografijo na podlagi njunih razlik v fizikalno-kemijskih 
lastnostih. Pri ločevanju smo se oprli na različne vrednosti retencijskih faktorjev (Rf), saj je pri 
našem tipu spojin trans izomer vedno potoval nižje kot cis. Pri vseh spojinah je prevladoval trans 
izomer, kar smo tudi pričakovali zaradi sterično in termodinamsko bolj ugodne razporeditve ob 
dvojni vezi. S kolonsko kromatografijo smo uspeli izolirati čiste cis in trans izomere 13/14 ter 15 
in 20. Spojina 18 je vsebovala večinoma trans izomer, v manjšem deležu je bil prisoten še cis 
derivat. Za spojini 16 (o-fluorofenil derivat) in 19 (o-klorofenil derivat) v tej reakcijski stopnji 
posameznih izomerov nismo uspeli ločiti, saj je bila kromatografska separacija pri uporabljenih 
pogojih preslaba. V magistrski nalogi smo želeli preveriti tudi kako na vezavo v aktivno mesto 
encima hBuChE vpliva prisotnost dvojne vezi, zato smo izvedli redukcijo le-te. Reakcijo 
katalitskega hidrogeniranja smo izvajali v vodikovi atmosferi ob prisotnosti katalizatorja. 
Uporabili smo Pd/C, ki ima kot skeletni katalizator s številnimi porami veliko specifično površino 
za adsorpcijo vodika in je zato visoko aktiviran. Po sintezi spojine 21 (4-cianofenil derivat) smo 
glede na NMR spekter ugotovili, da nismo dobili želenega produkta. V NMR spektru se je pojavil 
dodaten vrh z integralom 3, kar nakazuje na dodatno metilno skupino. Po pregledu literature smo 
ugotovili, da je prišlo do redukcije ciano skupine do metila. Reakcija poteče že pri milih pogojih 
v vseh topilih in pelje v nastanek metil produktov z zelo visokimi izkoristki (42). Pri spojini 24 (o-
klorofenil) pa smo pomočjo NMR spektra ugotovili, da je prvem poskusu redukcije prišlo do 
substitucije klora z vodikom, dobili smo nesubstituiran derivat benzena. To stransko reakcijo smo 
nato skušali omejiti z zamenjavo katalizatorja. Reakcijo smo ponovili z Pd/CaCO3, ki se uporablja 
za redukcijo alkinov do alkenov in je manj aktiviran katalizator kot pa Pd/C. Tudi pri Pd/CaCO3 
je prišlo do substitucije klora z vodikom, zato smo reakcijo ponovili še s Pd/BaSO4. Ta se ponavadi 
uporablja za redukcijo kislinskih kloridov do aldehidov in ima zaradi male specifične površine 
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BaSO4 slabšo katalitično aktivnost paladija. Reakcija je tokrat potekla samo z manjšim deležem 
odstranitve klora (nastalo je ⁓7 % stranskega produkta). Pri spojini 25 smo zaradi možnosti, da se 
bo hidrogeniral - nasitil tudi kinolinski obroč reakcijo izvedli s Pd/BaSO4. Aktivnost katalizatorja 
je bila tokrat premajhna in redukcija dvojne vezi sploh ni potekla. Reakcijo smo zato ponovili s 
Pd/C in dobili želen produkt, kjer je piridinski obroč ostal nenasičen. Izkoristki reakcij na tej 
stopnji so bili visoki (74,6–94,5 %). Sledila je reakcija odščite Boc zaščitne skupine. Terc-
butilkarbamat smo odstranili z acidolizo pri milih pogojih in v zelo kratkem času (⁓2 h). Potek 
reakcij smo spremljali s TLC, saj imajo nastale soli veliko nižji Rf od izhodnih spojin. Na odščiten 
dušik smo z nukleofilno substitucijo v zadnji reakcijski stopnji uvedli 1-etilpirolidin-2-on. Za 
nevtralizacijo kisline, nastale pri reakciji smo uporabili bazo K2CO3. Pri spojinah 38–40, 43, 45, 
49, 50 smo dobili čisto spojino že po čiščenju s z normalnofazno kolonsko kromatografijo. Pri 
nekaterih spojinah pa smo morali zaradi slabe resolucije in za zagotovitev zahtevane 
kromatografske čistosti (> 95 %, analitski UPLC), izvesti še dodatno čiščenje. Spojine 41, 42, 44, 
46 in 47 smo dodatno očistili še z reverznofazno kolonsko kromatografijo in po potrebi še z 
dodatnim korakom kolonske normalnofazne kromatografije. Pri spojini 48 (o-klorofenil derivat) 
smo naleteli na največ problemov, saj je pri stopnji redukciji dvojne vezi na benzenovem obroču 
klor zamenjal z vodikom, izolacija čistega analoga z 2-kloro substituentom pa je bila nemogoča, 
kljub številnim korakom čiščenja. Končna spojina je tako na podlagi NMR analize vsebovala 
približno 7 % nečistote, kjer je namesto o-klorofenila prisoten nesubstituiran fenilni obroč. Pri 
analogu s 4-cianofenilno skupino smo ciano skupino oksidativno hidrolizirali do amidov 51 in 52.  
5.2. KOMENTAR BIOKEMIJSKEGA TESTIRANJA 
Zaviralno aktivnost sintetiziranih analogov smo preverili z biokemijskim testom po Ellmanu (38, 
43). Rezultate inhibicije hBuChE in hAChE smo izrazili z inhibitorno koncentracijo IC50, ki nam 
pove koncentracijo zaviralca, ki zmanjša aktivnost encima za polovico. V primerih, ko je bila 
inhibicija hAChE slaba, smo namesto IC50 vrednosti navedli rezidualno aktivnost (RA), ki pove 
koliko procentov katalitske aktivnosti izkazuje encim ob dodatku 100 µM spojine (Preglednica 
VI).  
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Preglednica VI: IC50 sintetiziranih spojin za encima hBuChE in hAChE 
 
Spojina DISTANČNIK R 
hBuChE hAChE 
IC50 ±SEM 
 
RA @ 100 µM 
ali 
IC50 ±SEM 
C etil 4-F-fenil 99,8 ±8,7 nM ~56,4 µM 
38 trans-vinil 4-CN-fenil 3,37 ±0,86 µM 18,2 ±6,8 µM 
39 cis-vinil 4-CN-fenil 9,37 ±2,40 µM 32,6 ±10,4 µM 
40 etil fenil 41,77 ±7,48 nM 40,9 ±2,8% 
41 trans-vinil 2-F-fenil 94,11 ±9,48 nM 57,5 ±2,7% 
42 cis-vinil 2-F-fenil 27,59 ±2,46 nM 58,9 ±3,4% 
43 etil 2-F-fenil 21,63 ±0,99 nM ~99,3 µM 
44 trans-vinil cikloheksil 2,507 ±0,387 µM 50,8 ±3,0% 
45 etil cikloheksil 810,9 ±84,1 nM 72,6 ±8,6 µM 
46 trans-vinil 2-Cl-fenil 68,55 ±5,69 nM 38,5 ±7,5 µM 
47 cis-vinil 2-Cl-fenil 36,06 ±5,65 nM 66,6 ±12,7 µM 
48 etil 2-Cl-fenil 9,31 ±0,52 nM 42,1 ±7,6 µM 
49 trans-vinil 2-kinolinil 1560,0 ±131,5 nM 10,4 ±2,6 µM 
50 etil 2-kinolinil 541,9 ±59,1 nM 9,85 ±4,52 µM 
51 trans-vinil 4-CONH2-fenil 12,62 ±3,77 µM 45,4 ±9,3% 
52 cis-vinil 4-CONH2-fenil 30,04 ±8,90 µM 47,7 ±0,8% 
 
Kot najmočnejši zaviralec hBuChE se je izkazala spojina 48 (Preglednica VI). Tej sledijo po 
padajočem vrstnem redu spojine 43, 42, 47, 40, 46, 41, 50, 45, 49, 44, 38, 39, 51 in 52. Kot je že 
bilo dokazano s kristalno strukturo, ta kemotip spojin tvori kation-π interakcijo med bazičnim 
piperidinskim dušikom in Tyr332. Bazičnost dušika je tudi osnovi pogoj za to interakcijo. 
Razrešene kristalne strukture zaviralcev iz te serije so pokazale tudi pomembnost nespecifičnih 
Van der Waalsovih interakcij med pirolidin-2-onskim fragmentom in Trp82 v holin vezavnem 
žepu (43). Spojina 48 ima na orto mestu benzena klor, katerega pri spojini 43 nadomesti fluor. 
Klor kot atom volumsko zavzame večji prostor kot fluor in se tako vezan na benzen s hidrofobnimi 
interakcijami boljše zapolni v acil vezavni žep. Para-fenil halogenirani analogi zavirajo hBuChE 
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šibkeje (43). Glede na IC50 vrednosti sintetiziranih spojin je razvidno, da spojine z reducirano 
dvojno vezjo (etilni derivati) močneje zavirajo hBuChE kot spojine z dvojno vezjo. Reducirane 
spojine se lahko konformacijsko bolj prilagodijo obliki aktivnega mesta. Para-fenilni analogi s 
ciano in amidno skupino so bili najšibkejši zaviralci hBuChE. Iz tega sklepamo, da polarni 
substituenti na para mestu benzena niso ugodni za vezavo, saj oslabijo vezavo v hidrofobni acil 
vezavni žep. Pri orto-fenilnih analogih je imel cis derivat (spojini 42 in 47) močnejše zaviralno 
delovanje kot ustrezen trans analog (spojini 41 in 46). Zamenjava benzenovega obroča s 
cikloheksanom pri spojinama 44 in 45 je zelo oslabila zaviralno aktivnost. Sklepamo lahko, da so 
π-π interakcije benzenovega obroča z acilnim žepom ključne za vezavo, hidrofobne Van der 
Waalsove interakcije cikloheksana pa z interakcijskega smisla ne dosežejo enake vezavne energije. 
Zamenjava benzenovega obroča s kinolinom je prav tako oslabila zaviralno delovanje. Za spojini 
49 in 50 smo pričakovali, da bosta zaradi velikosti kinolinskega obroča acil vezavni žep še boljše 
zapolnili, a je bilo zaviranje hBuChE dokaj šibko (v visoko nanomolarnem in nizko 
mikromolarnem območju). 8-Hidroksikinolinski analog, ki je že bil sintetiziran v prejšnjih 
raziskavah, je torej tako močan inhibitor predvsem zaradi vodikove vezi s Ser198 katalitične triade 
(43). Vse sintetizirane spojine so do določene mere zavirale tudi hAChE, a so bile vse IC50 
vrednosti v mikromolarnem območju, kjer pa lahko pride tudi do fenomena nespecifičnega 
zaviranja zaradi agregacije spojin, ki je posledica njihove omejene topnosti v pogojih testa (44,45). 
V večini primerov zaviralci izkazujejo vsaj 100-kratno selektivnost za zaviranje hBuChE v 
primerjavi s hAChE.  
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6. SKLEP 
V sklopu magistrske naloge smo sintetizirali 15 zaviralcev BuChE. Ta encim se je v zadnjih letih 
pokazal kot perspektivna tarča v terapiji poznih stadijev AB. Koncentracija AChE in s tem njena 
aktivnost takrat že močno upade, zato se njeno delovanje znotraj centralnega živčnega sistema 
kompenzira z delovanjem sorodnega encima BuChE, katerega koncentracija močno poraste. V 
skladu z že opravljenimi raziskavami smo načrtovali nove zaviralce BuChE na podlagi strukture 
spojine C, kjer smo spreminjali para-fluorofenilni del. Zaviralno delovanje na encimu hBuChE in 
selektivnost v primerjavi s hAChE smo biokemijsko ovrednotili z Ellmanovo metodo na izoliranih 
rekombinantnih človeških encimih. Kot najmočnejši zaviralec se je izkazala spojina 48, ki je imela 
IC50 vrednost za en velikostni razred nižji od spojine C, iz katere smo izhajali pri sintezi analogov. 
Prav tako so se kot boljši zaviralci hBuChE izkazale spojine 40–43, 46 in 47. Na podlagi rezultatov 
lahko vidimo, da orto halogeniran benzenov obroč veliko boljše zapolni hidrofobni acil vezavni 
žep kot para substituiran benzen. Ugotovili smo tudi, da je na tem mestu v primerjavi s F bolj 
ugoden halogen z večjo prostornino, torej Cl. Polarni substituenti na para-fenilnem mestu pa po 
drugi strani močno oslabijo vezavo spojin v acil vezavno mesto. Nadalje smo pokazali, da so 
sintetizirani analogi z reducirano dvojno vezjo boljši zaviralci hBuChE, saj se konformacijsko 
bolje prilegajo aktivnemu mestu. Potrdili smo tudi pomembnost π-π interakcij benzenovega obroča 
z acilnim žepom, saj je cikloheksan s hidrofobnimi Van der Waalsovimi interakcijami šibkejši 
zaviralec hBuChE. Velikost kinolinskega obroča in dodatne π-π interakcije pa niso pripomogli k 
močnejši vezavi v acil vezavni žep, saj je bilo zaviralno delovanje veliko slabše kot smo 
pričakovali. Vse sintetizirane spojine so pokazale tudi vsaj 100-kratno selektivnost zaviranja 
hBuChE napram hAChE.  
Na podlagi strukture sintetiziranih spojin in ugotovljene zaviralne aktivnosti lahko tako v 
prihodnosti načrtujemo še močnejše selektivne zaviralce hBuChE. Strukturne spremembe pri 
sintezi novih analogov bi bile še vedno osredotočene na izboljšanje vezave molekule v acil vezavni 
žep, ki nam pri molekulah omogoča dosego selektivnega zaviranja hBuChE.  
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